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of expressing functional lipases or esterases In host organisms with a sufficiently 
high activity yield. However, this is indispensable to a high-perfornnance 
screening system since too low enzyme activities are difficult to detect in the 
determination of enantioselectivity due to the limited sensitivity of a test system. 

Object of the Invention: 

Therefore, it has been the object of the present invention to provide a simple 
process for the preparation of mutated hydrolases, especially lipases or 
esterases, having improved stereo- or regioselectivity, catalytic activity and 
stability towards particular substrates (e.g., carboxylic acids, alcohols, amines, or 
their derivatives), which process additionally enables a rapid identification of 
positive mutants from extensive mutant libraries, and the use of the enzymes 
thus prepared in the optical resolution of chiral alcohols, acids and amines, and 
their derivatives. 

Description of the invention: 

The present invention relates to 

(1) a process for the preparation and identification of hydrolase mutants having 
improved properties with respect to stereo- or regioselectivity, catalytic activity or 
stability, characterized in that 

a) a starting hydrolase gene is mutagenized by a modified polymerase chain 
reaction (PGR), wherein the mutation rate and total number of mutations in the 
amplified DNA is adjusted by adjusting the concentrations of Mg^"^, Mn^"^ and of the 
deoxynudeotides and by adjusting the number of cycles; and/or 

b) one or more starting hydrolase genes, one or more hydrolase genes mutated 
according to step a), or mixtures of one or more starting hydrolase genes and one 
or more hydrolase genes mutated according to step a) are mutagenized by 
enzymaticaliy fragmenting said genes, followed by enzymatic reassembly of the 
fragments produced to give complete recombinant hydrolase genes; 
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c) the mutated hydrolase genes obtained according to step a) or b) are 
transformed into a host organism; and 

d) hydrolase mutants having improved properties, expressed by transformants 
obtained in step c), are identified by a test method; 

(2) a hydrolase mutant obtainable by the process defined under (1); 

(3) a DNA sequence coding for the hydrolase mutant defined under (2); 

(4) a vector comprising the DNA sequence defined under (3); 

(5) a transformant comprising a DNA sequence as defined under (3) and/or a 
vector as defined under (4); 

(6) a process for the preparation of hydrolase mutants having improved 
properties, comprising culturing a transformant according to (5); and 

(7) a method for testing catalysts for stereo- or regioselectivity, wherein equal 
amounts of the catalyst are added to a test substrate and to the pure stereo- or 
regioisomers of the test substrate, provided with a chromophorous group which 
causes a spectrometrically determinable change of absorption or emission upon 
cleavage by the catalyst, in separate test vessels, and the stereo- or 
regioselectivity is determined from the ratio of the linear initial reaction rates 
obtained. 

As a rule, the preparation of the new biocatalysts starts with the isolation of a 
lipase or esterase gene from the organism of origin. This may be any microbial, 
plant and animal organism which is the carrier of a lipase or esterase gene. The 
isolation of the gene can be effected according to the methods known from the 
literature (J. Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, New York). Usually, the 
genomic DNA is fragmented using restriction endonucleases, and the gene 
fragments obtained are cloned in a host organism (e.g., E. calf). Then, using 
oligonucleotides with sequence homology fb a segment of the lipase or esterase 
gene, the gene is identified within the gene library in hybridization experiments, 
followed by isolation thereof. 
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CLAIMS: 
(substituted sheet of October 7, 1999) 

1. A process for the preparation and identification of hydrolase mutants 
having improved properties with respect to stereo- or regioselectivity, 
characterized in that 

a) a starting hydrolase gene is mutagenized by a modified poly- 
merase chain reaction (PGR), wherein the mutation rate and total 
number of mutations in the amplified DNA is adjusted by adjusting 
the concentrations of Mg^"^, l^n^"^ and of the deoxynucleotides and by 
adjusting the number of cycles; and/or 

b) one or more starting hydrolase genes, one or more hydrolase 
genes mutated according to step a)^ or mixtures of one or more 
starting hydrolase genes and one or more hydrolase genes mutated 
according to step a) are mutagenized by enzymatically fragmenting 
said genes, followed by enzymatic reassembly of the fragments 
produced to give complete recombinant hydrolase genes; 

c) the mutated hydrolase genes obtained according to step a) or b) 
are transformed into a host organism; and 

d) hydrolase mutants having improved properties, expressed by 
transformants obtained in step c), are identified by a test method. 

2. The process according to claim 1, wherein an average mutation rate 
of 1-2 base substitutions, per one hydrolase gene to be mutagenized, 
is adjusted in the PGR in step a) by adjusting the concentrations of 
Mg^"^, Mn^^ and of the deoxynucleotides. 

3. The process according to clapri 1, wherein a hydrolase gene 
mutagenized in a PGR previously performed according to claim 1 is 
used as the starting hydrolase gene in step a). 
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Zum Eintritt in die nationaie Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
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Intemationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Infomnation). 
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ist Aufgabe des Anmelders. solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band fl 
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(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
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Certain defects in the international application 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP98/04612 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been Jumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally Jiled" and are not annexed to the report since they do not contain amendments,): 

[ I the international application as originally filed. 

the description, pages 1-3, 5-57 ^ ^ originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages 4, 4a ^ f,ied with the letter of - 

pages , filed with the letter of - 



07 October 1999 (07.10.1999^ 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



4-35 



1-3 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



07 October 1999 (07.10.1999) 



^ the drawings, sheets/fig . 

sheets/fig . 

sheets/fig 

sheets/fig 



1,2 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



n j I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
* ' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/EP98/04612 


JV. Lack of unity of invention 


1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 




1 1 restricted the claims. 




1 1 paid additional fees. 




1 1 paid additional fees under protest. 




^3 neither restricted nor paid additional fees. 





□ This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68.1, 
not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 




complied with. 

not complied with for the following reasons: 



See Supplemental Box 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 

I I all parts. 

1^ the parts relating to claims Nos. 1-3. 11-34 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-3, 11-22, 27-34 
23-26 



27-34 



1-3, 11-22 



1-3, 11-34 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

SEE SUPPLEMENTAL SHEET 
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Supplemental Bos 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: BOX IV^ point 3, and BOX V 

The group of claims selected by the applicants in 
response to Form 405 comprises Claim 1, directed to the 
production of hydrolase mutants displaying improved 
stereoselective and regioselective properties. 

Claim 1 itself contains two alternatives in the first 
step of the process, namely step (a) or (b) , 

The further Claims 2 and 3 concern embodiments of step 
(a) , Claims 4-10 embodiments of step (b) and Claims 13-22 
embodiments of the final step (d) . 

Claims 23-26, finally, are directed to indeterminate 
mutants and Claims 27-34 to specific mutants and the DNA 
which codes for them. 

Strictly speaking, therefore, the two different 
embodiments of Claim 1 give rise to further objections 
for lack of unity of invention. However, since step (b) 
is only an optional embodiment without any limiting 
effect on the scope of protection, this variant (and 
consequently also Claims 4-10) is not considered in this 
report . 

The following objections apply to the remaining claims . 

Claim 1, variant (a) , concerns a simple analogous process 
to the mutation of genes of any type, followed by the 
selection of a desired property of the corresponding 
expression product, such as is generally described, for 
example, in Dl (PCR Methods and Applications, Vol. 2 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: BOX IV, point 3, and BOX V 



(1992), pages 28-33) or Dl (Journal of Biochemistry, 
(1996), 120(5)915-921), even for hydrolases (lipases). 

The selection of the starting product (hydrolase) and/or 
the desired effect (stereoselectivity) cannot in 
themselves substantiate an inventive step with respect to 
the general process. 

The same applies to the steps defined in Claims 13-22, 
which only describe known test criteria for the selection 
of desired properties that would be applied by a person 
skilled in the art depending on the desired property. 



Should the applicants be of the opinion that the 
selection of particular reaction conditions or particular 
steps in the selection process involves an inventive 
step, they should note that this cannot be derived 
directly from the wording of the claims, especially the 
independent claims . 

The hydrolase mutants described in Claims 23-26 are 
totally undefined, in the absence of a precisely defined 
starting product, and hence indistinguishable from any x 
hydrolase (since the terms "improved" and '"mutated" have 
a meaning only in relation to a starting product) - 

In contrast, an inventive step can be recognised in the 
specific hydrolases as per Claim 27 and 28 because of 
their improved properties (in relation to the defined 
starting product) . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any 



of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation 



of: BOX IV, point 3, and BOX V 



unity of invention also appears to be established, since 
all the mutants (»ith the exception o£ the mutants 
expressed by the transformant P4BSF 03-GlO) have a common 
mutated position. 
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Internationales Aktenzeichen 
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Internationales Anmeldedatumfrap/Monafc^JaftrJ 
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1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der nDit der internationals vorlautigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfa3t insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



S AufBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwattungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 3 Blatter, 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV S Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erktarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstelH auf der Grundlage {Ersatzbfatter, die dem Anmefdeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikef 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereichi" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Setten: 

1-3,5-57 ursprungliche Fassung 

4,4a eingegangen am 09/10/1999 mit Schreiben vom 07/10/1999 

Patentanspriiche, Nr.: 

4-35 ursprungliche Fassung 

1-3 eingegangen am 09/10/1999 mit Schreiben vom 07/10/1999 

Zeichnungen, Blatter: 

1 ,2 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Often barungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaigezusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt, 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 
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□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

K weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestelft, daB das Erfordemis der Einheitlichkeit der Erf indung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordem. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daf3 das Erfordemis der Einheitlichkeit der Erf indung nach den Regein 13.1, 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

lEI aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine intemationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
intemationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

□ alle Teile. 

H die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. 1-3, 1 1-34 beziehen. 



V, Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkett; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dteser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


1-3,11 


-22,27-34 




Nein: 


Anspruche 


23-26 




Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


27-34 






Nein: 


Anspruche 


1-3,11 


-22 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-3,11 


-34 




Nein: 


Anspruche 







2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt IV und V: 

Die Gruppe der Anspruche, die in Erwiderung auf den 405 von der Anmelderin 
gewahit wurde, umfaBt den Anspruch 1, der sich auf die Herstellung von 
Hydrolase-Mutanten richtet, die verbesserte Eigenschaften hinsichtlich Stereo- 
oder Regioselektivitat zeigen. 

Anspruch 1 selbst beinhaltet wiederum zwei Alternativen im ersten Schritt des 
Verfahrens, namltch Schritt (a) Oder (b). 

Die weiteren Anspruche 2 und 3 beinhalten Ausfuhrungsformen des Schrittes (a), 
die Anspruche 4 bis 10 Ausfuhrungsformen des Schrittes (b) und die Anspruche 
13 bis 22 Ausfuhrungsformen des abschlieRenden Schrittes (d). 
Anspruche 23 bis 26 schlieBlich richten sich auf unbestimmte Mutanten und 
Anspruche 27 bis 34 auf spezifische Mutanten bzw. die dafur codierende DNA. 

Streng genommen geben also die beiden verschiedenen Ausfuhrungsformen des 
Anspruchs 1 AnIaB zu weiteren Beanstandungen mangelnder Einheitlichkeit. 
Da es sich bei dem Schritt (b) aber nur um eine fakultative Ausfuhrungsform 
handelt, die keine einschrankende Auswirkung auf den Schutzumfang hat, wird 
diese Variante (und konsequenterwetse auch die Anspruche 4 bis 10) in dieser 
Stellungnahme nicht berucksichtigt. 

Bezuglich der verbleibenden Anspruche gelten die folgenden Einwande. 

Anspruch 1, Variante (a) stellt ein einfaches Analogverfahren zur Mutation von 
beliebigen Genen gefolgt von der Seiektion auf eine gewunschte Eigenschaft des 
entsprechenden Expressionsproduktes dar, wie es z.B. allgemein in D1 (PGR 
Methods and Applications, Bd. 2 (1992), Seiten 28-33) oder in D2 (Journal of 
Biochemistry, (1996). 120(5) 915-921) sogar fur Hydrolasen (Lipasen) 
beschrieben ist. 

Allein die Auswahl des Ausgangsproduktes (Hydrolase) und/oder des 
gewunschten Effektes (Stereoselektivitat) konnen gegenuber der allgemeinen 
Methode keine erfinderische Tatigkeit substantiieren. 

Das gleiche gilt fiir die in den Anspruchen 13 bis 22 aufgefuhrten Schritte, die nur 
bekannte Testkriterien zur Seiektion gewunschten Eigenschaft beschreiben und 
vom Fachmann in Abhangigkeit dieser gewunschten Eigenschaft in Anwendung 
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gebracht wurden. 

Sollte die Anmelderin der Ansicht sein, dal3 eine erfinderishce Tatigkeit in der 
Auswahl bestimmter Reaktionsbedingungen oder bestimmter Schritte im 
Selektionsverfahren liegt, so ist anzumerken, daB diese nicht unmittelbar dem 
Anspruchsworttaut und insbesondere nicht den unabhangigen Anspriichen zu 
entnehmen ist. 

Die in den Anspriichen 23 bis 26 beschriebenen Hydrolase-Mutanten sind, in 
Abwesenheit des prazise definierten Ausgangsproduktes vollig undefiniert und 
somit nicht unterscheidbar von jeder x-beliebigen Hydrolase (da sowoht die 
Begriffe "verbessert" als auch "mutiert" nur in Relation zu einem Ausgangsprodukt 
einen Sinn ergeben). 

Dagegen kann in Bezug auf die spezif ischen Hydrolasen gemaR Anspruch 27 
und 28 auf Grund der verbesserten Eigenschaften (in Bezug auf das definierte 
Ausgangsprodukt) eine erfinderische Tatigkeit anerkannt werden. 
Die Einheitlichkeit scheint ebenfalls gegeben, da (mit Ausnahme der von der 
Transformanten P4BSF 03-G10 exprimierten Mutante) alle Mutanten eine 
gemeinsam mutierte Position aufweisen. 
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Ausbeute zu exprimieren. Dies ist jedoch fur ein leistungsfahiges 

Screeningsystem unverzichtbar, da zu geringe Enzym-Aktivitaten bei der 

Bestimmung der Enantioselektivitat aufgrund der begrenzten Empfindlichkeit 
eines Testsystems nur schwer nachzuweisen sind. 

Gegenstand der Erfindunq: 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde. ein einfaclies Verfahren zur 
Herstellung von mutterten Hydrolasen, insbesondere Lipasen bzw. Esterasen, 
mit verbesserter Stereo-, bzw. Regioselektivitat, katalytischer Aktivitat und 
Stabilitat gegenuber gegebenen Substraten (z.B. Carbonsauren, Alkohoten, 
Aminen sowie deren Derivaten) zu entwickein, das zudem eine schnelle 
Identifizierung positiver Mutanten aus umfangreichen Mutantenbibliotheken 
ermoglicht, sowie die Verwendung der so hergestellten Enzyme bei der 
Racematspaltung von chiralen Alkoholen, Sauren und Aminen sowie deren 
Derivaten. 

Beschreibung der Erfindung: 
Die vorliegende Erfindung betrifft 

(1) ein Verfahren zur Herstellung und Identifizierung von Hydrolase-Mutanten mit 
verbesserten Eigenschaften liinsichtlich Stereo- oder Regioselektivitat, 
katalytischer Aktivitat oder Stabilitat, dadurch gekennzeichnet, da(i 

a) ein Ausgangs-Hydrolasegen mittels einer modifiziertenPolymerase- 
Kettenreaktion (PCR) mutagenisiert wird, wobei durch Einstellen der Mg2+-, 
Mn^"*"- und der Desoxynucleotid-Konzentrationen sowie der Einsteliung der 
Zyklenanzahl die Mutationsfrequenz und Gesamtanzahl der Mutationen in der 
amplifizierten DNA eingestellt wird und/oder 

b) ein oder mehrere Ausgangs-Hydrolasegene, ein oder mehrere gemali Schritt 
a) mutierte Hydrolasegene oder Gemische von einem oder mehreren Ausgangs- 
Hydrolasegenen und einem oder mehreren gemalS Schritt a) mutierten 
Hydrolasegenen durch enzymatische Fragmentierung dieser Gene und 
nachfolgender enzymatischer Reassemblierung der entstandenen Fragmente zu 
voilstandig rekombinierten Hydrolasegenen mutagenisiert werden, 
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c) die gemafS Schritt a) oder b) erhaltenen mutierten Hydrolasegene in einen 
Wirtsorganismus transformiert werden und 

d) Hydrolase-Mutanten mit verbesserten Eigenschaften, die von in Schritt c) 
erhaltenen Transformanten exprimiert werden, durch ein Testverfahren 
identifiziert werden; 

(2) eine Hydrolasemutante erhaltlich aus durch das unter (1) definierte 
Verfahren; 

(3) eine DNA-Sequenz, die fur die unter (2) definierte Hydrolasemutante kodiert; 

(4) ein Vektor, umfassend die unter (3) definierte DNA-Sequenz; 

(5) eine Transformante, umfassend eine DNA-Sequenz, wie unter (3) definiert 
und/oder einen Vektor, wie unter (4) definiert; 

(6) ein Verfahren zur Hersteilung von Hydroiasemutanten mit verbesserten 
Eigenschaften, umfassend das Kultivieren einer Transformanten gemafS (5); und 

(7) ein Verfahren zum Test von Katalysatoren auf Stereo- oder Regioselektivitat, 
wobei ein Testsubstrat und die reinen Stereo- oder Regioisomeren des Test- 
substrates, die mit einer chromophoren Gruppe versehen sind, die nach der 
Abspaltung durch den Katalysator eine spektrometrisch bestimmbare Anderung 
der Absorption oder Emission hervorruft, in getrennten Testgefalien mit gleichen 
Mengen des Katalysators versetzt werden und die Stereo- oder Regioselektivitat 
aus dem Verhaltnis der erhaltenen linearen Anfangsgeschwindigkeiten der 
Reaktionen bestimmt wird. 

Die Hersteilung der neuen Biokatalysatoren beginnt in der Regel mit d^r 
Isolierung eines Lipase- bzw. Esterase-Gens aus dem Ursprungsorganismus. 
Hierfur kommen alia mikrobiellen, pflanzlichen und tierischen Organismen in 
Frage, die Trager eines Lipase- bzw. Esterase-Gens sind. Die Genisolierung 
kann nach den literaturbekannten Methoden vorgenommen werden (J. 
Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, New York). In der Regel wird dazu 
die genomische DNA mit Hilfe von Restriktionsendonucleasen fragmentiert und 
die erhaltenen Genfragmente in einem Wirtsorganismus (z.B. E. calf) kloniert. 
Unter Verwendung von Oligonucleotiden, die sequenzhomolog zu emem 
Abschnitt des Lipase- bzw. Esterase-Gens sind, wird dann in 
Hybridisierungsexperimenten das Gen in der Genbank identifiziert und 
nachfolgend isoliert. 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Herstellung und Identifizierung von Hydrolase-Mutanten 
mit verbesserten Eigenschaften hinsichtlich Stereo- oder Regioselektivitat, 
dadurch gekennzeichnet, daR 

a) ein Ausgangs-Hydrolasegen mittels einer modifiziertenPolymerase- 
Kettenreaktion (PGR) mutagenisiert wird, wobei durch Einstellen der 
Mg2-*--, Mn2+- und der Desoxynucleotid-Konzentrationen sowie der Ein- 
stellung der Zyklenanzahl die Mutationsfrequenz und Gesamtanzahl der 
Mutationen in der amplifizierten DNA eingestellt wird und/oder 

b) ein oder mehrere Ausgangs-Hydrolasegene, ein oder mehrere gemaB 
Schritt a) mutierte Hydrolasegene oder Gemische von einem oder mehre- 
ren Ausgangs-Hydrolasegenen und einem oder nnehreren gemali Schritt 
a) mutierten Hydrolasegenen durch enzymatische Fragmentierung dieser 
Gene und nachfolgender enzymatischer Reassennbiierung der entstande- 
nen Fragmente zu vollstandig rekombinierten Hydrolasegenen mutageni- 
siert werden, 

c) die gemaS Schritt a) oder b) erhaltenen mutierten Hydrolasegene in 
einen Wirtsorganismus transformiert werden und 

d) Hydrolase-Mutanten mit verbesserten Eigenschaften, die von in Schritt 
c) erhaltenen Transformanten exprimiert werden, durch ein Testverfahren 
identifiziert werden. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, wobei in Schritt a) bei der PGR durch 
Einstellen der Mg2+-, Mn2+- und der Desoxynucleotid-Konzentration eine 
durchschnittliche Mutationsfrequenz von 1-2 Basenaustauschen bezogen 
auf das zu mutagenisierende Hydrolasegen eingestellt wird. 

3. Verfahren gemali Anspruch 1, wobei in Schritt a) als Ausgangs-Hydro- 
lasegen ein in einer zuvor gemaE Anspruch 1 durchgefiihrten PGR muta- 
genisiertes Hydrolasegen eingesetzt wird. 



PCX 

ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, da6 die voriiegende 
intemationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Vom Anmeldeamt auszufiillen 



Internationales Aktenzeichen 



Internationales Anmeldedatum 



Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falb gewunscht) 
(max, 12 Zeichen) 9 8139 IWO AvK / JH / r h 



^Shrenn'~r°S!~vPnd Identif l.ierung von neuan Hydrolasen 

mit verbesserten Eigenschaf ten ^ ^ 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrift: (Famliermame, yorname;^ , ■'""/'i'^'^? ^^^f?'"^^^^^^ 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzjahl urui der Name des Stoats ^^f^ 
in d esem hid in der Anschnft angesebene Stmt ist der Stoat des Sitzes oder Wphtsitzes des 
A „„r L ftrr/T/ f1t>i: ^it7fiv ndpr Wnhnsitres aneeseben ist.) 



Studiengesellschaft Kohle mbH 
Kaiser-Wilhelm-Platz 1 
45470 Mulheim / Ruhr 
DE 


Telefonnr.: 


Telefaxnr.: 


Femschrcibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE IDE 


Diese Person ist Anmelder i 1 alleBestim- | 1 alleBestimmungsstaatenmitAusnahme [ j nurdie vereinigtcn 1 | aie im ZAisatzteld 

furfol^endeStaaten: 1 1 mungsstaaten bU der Vereimgten Staaten von Amenka | 1 Staaten von Amenka | 1 angegcbcnen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 





□ Diese Person ist 
gleichzeitig Erfinder 



Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; tyei jurimscnen rersonen vuti^iufuiis*^ ufni^^^^ 
Be^ichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats onzuseben, Der 
in diesem Feld in der Anschrift angesebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wphnsttzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist,) 



REETZ, Manfred T. 
Kaiser-Wilhelm-Platz 1 
45470 Mulheim / Ruhr 
DE 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

I yI Anmelder und Erfmder 

□ 



nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angabennichtnotig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Diese Person ist Anmelder 
furfolgende Staaten: 



j j allcBestim- 



I mungsstaaten 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 



I der Vereinigten Staaten von Amerika 



"TI"! nur die Vereinigten 
^ I Staaten von Amerika 



□ die im Zusatzfeld 
angegcbenen Staaten 



Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfmder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr, IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, um fur den (die) Anmelder 
vor den zustandigen intemationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: 



X 



Anwalt 



j j gemeinsamer 



Vertreter 



Name und Anschrift 



• (Familienname, Vomame; beijuristischenPersonenvollstandigeamtlicheBezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats amugeben. ) 



VON KREISLER, Alek 
Deichmannhaus am Hauptbahnhof 
Bahnhof svorplatz 
50667 KOLN 
DE 



Telefonnr.: 

0221-91 65 20 



Telefaxnr.: 

0221-13 42 97 



Femschrcibnr.: 



□ Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen Feld 
eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. ^ 
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Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. HI WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden Felder benutzt, so ist dieses Blatt dent Antrag nicht beizufugen. 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnuno. Bei der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem held in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehena kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

ZONTA, Albin 
Kaiser-Wilhelm-Platz 1 
454 7 0 Miilheiin / Ruhr 
DE 


Diese Person ist: 
I 1 nur Anmelder 

1 X| Anmelder und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

i 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht ndtig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 
DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmeldcr i | allcBestim- 1 1 alleBesdmmungsstaatenmit Aiisnahme ^ nur die Vcreinigten | 1 dieimZusatzfeld 

flirfolgendeStaaten: I i mimesstaaten 1 1 der Vereinieten Staaten von Amerika ^ StaatRn von Amftrilfa | | an^f^i-hf^nM fitnat^n 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehena kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

SCHIMOSSEK, Klaus 
Kaiser-Wilhelm-Platz 1 
45470 Mulheim / Ruhr 
DE 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X| Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfmder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht ndtig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmeldcr i [ alleBestim- 1 1 alleBestimmungsstaatenmit Ausnahme nur die Vcreinigten 1 1 dieimZusatzfeld 

furfoleendc Staaten: 1 1 munesstaaten 1 I der Vereinisten Staaten von Amerika X Staaten von Amerika 1 | an£ft£c.h«»npn <;taat*-n 


Name und Anschrift: (Fomilienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzjahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehena kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

LIEBETON, Klaus 
Kaiser-Wilhelm-Platz 1 
4547 0 Mulheim / Ruhr 
. DE 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X| Anmelder und Erfmder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht ndtig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder i | alleBestim- | 1 alleBestimmungsstaatenmit Ausnahme „ nur die Vereinigten 1 1 dieimZusatzfeld 

furfoieende Staaten: l _ J munesstaaten 1 J der Vereinieten Staaten von Amerika X. Staaten von Amerika | | angsgph^npn Stnj»t*»n 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung, Bei der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name des Stoats anzugeben, Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

JXGER, Karl-Erich 
Ruhr Universitat Bochum 
Fakultat f. Biologie 
Universitatsstrasse 150 
4 4 790 Bochum / DE 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X| Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfmder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt^ so sind die nachstehenden 

Angaben nicht ndtig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): * 
DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder i | alleBestim- | 1 alleBestimmungsstaatenmit Ausnahme ^ nurdie Vereinigten 1 1 dieimZusatzfeld 

fiirfolgende Staaten: 1 1 munesstaaten 1 1 der Vereinieten Staaten von Amerika ^ Sraatcn von Amrrika i 1 an£<-g#"h**n(*n <;faatrn 


1 1 Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 
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Blatt Nr. 



Feld Nr, V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die folgenden Bestimmungen nach Regel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommen (bine die entsprechenden Kastchen ankreuzen; wenigstens 
ein Kdstchen mufi angekreuzt werden): 

Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, 

UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare- Pro toko lis und des PCT ist 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 

Moldau, RU Russische Foderation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 
[3 EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland, 
DK Danemark, ES Spanien, FI Finnland. FR Fraikreich, GB Vereinigtes Konigreich, GR Griechenland, IE Irland, 
IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco. NL Niederlande, PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, der 
Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkonunens und des PCT ist 

□ OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Repubiik, CG Kongo, CI C6te d'lvoire, 

CM Kamerun, GA Gabun, GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (fails eine andere Schutzrecktsart oder ein sonstiges 
Verfahren gewUnscht wird, bitte auf der gepunkteten Linie angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrecktsart oder ein sonstiges Verfahren gewUnscht wird, bitte auf der gepunkteten Linie angeben}: 

□ AL Albanien □ LT Litauen 

Armenien [H 

Osterreich . , , □ 

Australien □ 

Aserbaidschan C2 

Bosnien-Herzegowina □ 

Barbados 

Buigarien □ 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

EB 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AM 
AT 
AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



Brasilien CD 

Belarus D 

Kanada □ 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein □ 

CN China □ 

CU Kuba □ 

CZ Tschechische Republik □ 

DE Deutschland □ 

DK Danemark □ 

EE Estland □ 

ES Spanien □ 

FI Finnland □ 

GB Vereinigtes Konigreich D 

GE Georgien □ 

GH Ghana □ 

GM Gambia □ 



□ 
□ 
□ 
□ 
13 



□ 



GW Guinea-Bissau 

HU Ungam 

ID Indonesien 

XL Israel 

IS Island 

JP Japan 

KE Kenia 

KG Kirgisistan □ 

KP Demokratische Volksrepublik Korea □ 

□ 

KR Republik Korea 

KZ . Kasachstan 

LC Saint Lucia 
LK Sri Lanka 
LR Liberia 

LS Lesotho 



NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 



TT 
UA 
UG 
US 



LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

Neuseeland 

Polen 

Portugal 

Rumanien 

Russische Foderation 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien 

Slowakei 

Sierra Leone 

Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

Trinidad und Tobago 

Ukraine 

Uganda 

Vereinigte Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YU 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 



ZW Simbabwe 



Kastchen fiir die Bestimmung von Staaten (fiir die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffenilichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 

□ 

□ 

□ 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von . 

Der Anmelder erklart, daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anm&ldQT zuriickgcnommengUt (Die Bestatigung einer BesnmmungetfolgtdurchdieEinr^^^ 

und die Zaklung der Besiimmungs- und der Bestatigungsgebiihr. Die Bestiitigung nmfi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von J 5 Monaten eingehen.) 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem AntragsformuUtr 



Blatt Nr. . . 4 . 



Ztisatzfeld mrd dieses Zusairfeld nicht batutzt, so ist dieses Blan dem Antrag nicht bdzufUgen, 



Dieses Feld ist in folgenden FSJlen auszu/ulUn: 

L iVenn der Plaiz in einem Feld nicht fur alteAngaben In diesem Fall sind mit dem Vermerk **Fortsetzftng van Feld Nr. ... " 

ausreicht: fNummer des FeLdes angebenj die gldchen Angaben zu machen wie in 

dem Feld vorgesehen, das plaizmdfiig nicht ausreicht; 

insbesondere: 

i) Wenn mehr als zwei Anmelder und/oder Erfmder In diesem Fall sind mit dem Vermerk '"Forlsetzung von Feld Nr. III"Jur 

vorhanden sind und kein Forisetzungsblatt zur Jede weitere Person die in* Feld Nr. Ill vorgesehenen Angaben zu 

Verjugung siehl: machen. 

it) Wenn in Feld Nn II oder III die Angabe "die im In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. II '\ 
Zusatzfeld angegebenen Staaien " angekreuzt ist: "Fortsetzung yon Feld Nn III" oder "Foriseizung von Feld Nr, U und 

Nr, III" die Namen der Anmelder und neben jedem Namen der Staat oder 
die Staaten (und/oder ggf, ABIPO-, eurasisches, europaisdies oder 
OAPI'Patent) anzugeben, Jur die die bezeidinete P&^son Anmelder ist 

Hi) Wenn der in Feld Nr. II oder III genannte Erfinder In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. IF* oder 
oder Erfinder/Anmelder nicht fir alle Bestim- "Fortsetzung von Feld Nn HI** oder "Fortsetzung von Feld Nn II und 
mungsstaaten oder fir die Vereinigien Staaten von Nr. Ill" der Name des Etfinders und neben JedemNanien der Staat oder 
Amerika als Erfiider benatmt ist die Staaten (und/oder ggf. ABIPO*, eurasisches, europtiisches oder 

OAPI'Paient) anzugeben, fir die die bezeichnete Person Erfinder isL 

iv) , Wenn zus&tztich zu dem Anwalt/den Anwdlten, die in In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. IV** fir 

Feld Nr. IV angegeben sind, weitere Anwalte bestelli jeden weiteren Anwalt die gleichen Angaben zu machen wie in Feld ' 
sind: Nr, IV vorgesehen. 

v) . Wenn in Feld Nr. V bei einem Staat (oder bei OAPI) In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. V* die 

die Angabe "Zusatzpaient " oder "Zusatzzertifikat" Namen der betreffenden Staaten (oder OAPp undnach dem Namen Jeder 
oder wenn in Feld Nr. V bei den, Vereinigien Staaten dieser Staaten (oder OAPI) das Akienzeichen des Hauptschutzrechis 
von Amerika die Angabe "Fortsetzung" oder oder der Hauptschutzrechtsanmeldung und das Datum der Erteilung des 
"Teilfortsetzung" hinzugefigt wird: Hauptschutzrechis oder der Einreichung der Hauptschutzrechis- 

anmeldung anzugeben. 

vi) Wenn die Prioritdt von mehr als drei fruheren In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. VI" fir 
Anmeldungen beansprucht wird: jede weitere fruhere Anmeldung die gleichen Angaben zu machen wie in 

Feld Nr. f'l vorgesehen, 

2. Wenn der Amteldet fir irgenddn Bestimmungsamt In diesem Fallistmit dem Vermerk ''Erkl&rungbetreffendunsdt&dliche 
die Vergdnstigung nationaler Vorschrifien betreffend Offenbarung oder Ausnahmen von der Neuhdtsschddlichkeii" 
unschddliche Offenbarung oder Ausnahmen von der nadtstehend diese Erkl&rung abzugeben. 
Neuheiisschddlicnkdi in Anspruch nimmt: 



Fortsetzung Feld Nr. IV: 

SELTING, Gunther' 
WERNER, Hans-Karsten 
FUES^ J. F, 
DALLMEYER, Georg 
HILLERINGMANN, Jochen 
JONSSON , Hans-Peter 
MEYERS, Hans-Wilhelm 
WEBER, Thomas 
HELBING, Jorg 

Deichmannhaus am Hauptbahnhof 
D-50667 Koln . 

DE 



Fonnblatt PCT/RO/IOl (Zusatzblatl) (Januar 1996) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. . . 5 . 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Weitere Prioritatsanspriiche sind im Zusatzfeld angegeben. [ | 



Die Priori tat der folgenden friiheren Anmeldung(en) wird hiermit beanspnicht: 



Staat 

(Anmelde- oder Bestimmungssiaat 
der Anmeldiuig) 



Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 



Anmeldeamt 
(nur bet regionaler oder 
Intemauonaier Anmeldung) 



(t) 



Deutschland 



27. Juli 1997 



197 31 990.4 



(2) 



(3) 



Dieses Kdstchen ankreuzen, wenn die begtaubigte Kopie der friiheren Anmeldung von demAmtausgestelU werden soil, das fir die Zwecke dieserintemationalen Anmeldung 
Anmeldeamt ist (eine Gebdhr kann verUmgt werden): 

Das Anmeldeamt wird hiermit ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in 2^ile(n) 



□ 



bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu ersteUen und dem Intemationalen Biiro zu ubermitteln. 



Feld Nr. VH INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Intemationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind z^ei oder mehr Internationale 

Recherchenbehdrden Jurdie iniemaiionale Recherche zustdndig, ist der Name derBehdrde anzugeben, _ 

die die Internationale Recherche durchfUhren soli; Zweibuchstaben-Codegeniigt) : ISA / 

Friihere Recherche: Auszufidten, wenn eine Recherche (intematioruzle Recherche, Recherche intemationaler Art odersonstige Recherche) bereits 
bei der intemationalen Recherchenbehorde beantragt oder von ihr durchgejuhrt worden ist und diese Behdrde nun ersucht wird. die intemationale 
Recherche soweit \vie mdglich auf die Ergebnis^e einer solchen friiheren Recherche zu stiitzen. Die Recherche oder der Rechercnenantrag ist durch 
Angabe der betreffenden Anmeldung (bzyv. aeren ObersetzungjoderdesRecherchenantragszubezeichnen. 

Staat (oder regionales Amt): Datum (Tag/Monat/Jahr) : Aktenzeichen: 

DE 18.03.1998 197 31 990-4 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE 



Diese intemationale Anmeldung umfaBt: 



1 . Antrag 

2. Beschreibung 

3. Anspriiche 

4. Zusammenfassung 

5. Zeichnungen 

Insgesamt 



5 
57 
6 
1 
13 



Blatter 
Blatter 
Blatter 
Blatter 
Blatter 



8 2 Blatter 



Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 



1 I I Unterzeichnete gesonderte <- 
^' I I Vollmacht ^• 

2 I V I Kopie der allgemeinen 6. 
• Volhnacht 

3. I I Begriindung fur das Fehlen 7. 
' — ' der Unterschrift 

4. I 1 Prioritatsbeleg(e) (durch g. 
I 1 die Zeilennummer von Feld 

Nr. VI kennzeichnen): 



I Y I Blatt fiir die Gebiihrenberechnung 

Gesonderte Angaben zu hinter- 
I I legten Mikroorganismen 

HSequenzprotokolle fur Nucleotide 
und/oder Aminosauren (Diskette) 

I ^ I Sonstige (einzeln auffuhren): 

f ruh . Recherchenber icht 



Abbildung Nr. 



der Zeichnungen (falls vorfaanden) soli mit der Zusanmienfassung verdffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



DerName jederunterzeichnenden Person istnebender Unterschrift zu wiederholen, undesistanzugeben, sofemsich dies nichteindeutigaus dem Antrag 
ergibt, in welcher Eigenschqft die Person unterzeichnet. 





(Alek von Kreisler) 



• Vom Anmeldeamt auszufiillen i 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmeldung: 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur VervoUstandigung dieser intemationalen Anmeldung: 



4. Datum des fristgerechten Eingangs derangeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCT: 



2. Zeichnungen 

□ einge- 
gangen: 

□ nicht ein- 
gegangen: 



5. Vom Anmelder benannte 

Intemationale Recherchenbehorde: 



ISA/ 



6. 



□ 



Ubermittlungdes Recherchenexemplars bis zur 
Zahlung der Recherchengebiihr auigeschoben 



• Vom Intemationalen Biiro auszufiillen . 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Intemationalen Biiro: 



Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blait) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Amnerkungen zu diesem Antragsformular 



Dieses Blatt ist nicht Teil und zahlt nicht als Blatt der intemationalen Anmeldung. 



PCX 



BLATT FUR DIE GEBUHRENBERECHNUNG 
Anhang zum Antrag 



Aktenzeichen des Anmelders 

oderAnwalts 981391wo AvK/JH/rh 



Von Anmeideamt auszufuUen 



Internationales Aktenzeichen 



Eingangsstempei des Anmeldeamts 



Anmelder 

Studiengesellschaf t Kohle mbH, 45470 Miilheim / Ruhr 



BERECHNUNG DER VORGESCHRIEBENEN GEBUHREN 
1. UBERMITTLUNGSGEBUHR 



200, — 



RECHERCHENGEBUHR | -200, 

Die intemationale Recherche ist durchzufiihren von _ EPA 
(Sindzwei odermehr Intemationale Recherckenbehbrden fur die intemationale Recherche zustajidig, 
ist der Name der Behdrdeanzugeben, die die intemationale Recherche durchfiihren soil.) 



3. INTERNATIONALE GEBUHR 
Grundgebuhr 

Die intemationale Anmeldung enthalt 



Blatter. 



umfaBt die ersten 30 Blatter 
52 



19,— 



800,— 



Zusatzblattgebuhr 



Anzahl der Blatter 
uber 30 

Addieren Sie die in Feld bj und b^ eingetragenen 
Betrage, und tragen Sie die Summie in Feld B ein 

Bestimmungsgebuhren 
Die intemationale Anmeldung enthalt 

4 „ 184,— 



988,— 



1.788 ,-- 



Bestimmungen. 



736,-- 



Bestimmungsgebiihr 



Anzahl der zu zahlenden 
Bestimmungsgebuhren (maximal 11) 
Addieren Sie die in Feld B und D eingetragenen 

Betrage, und tragen Sie die Sunmie in Feld I ein 

(Anmelder aus einigen Staaten haben Anspruch aufeine Erma/Jigung der iniemaiionalen Gebiihr urn 
75%, Hat der Anmelder (Oder haben alle Anmelder) einen solchen AnsprucK so betrdgtderin Feld I 
einmragende Gesamtbetrag 25% derSumme der in FeldB urtdD eingetragenen Betrage.) 

4. GEBUHR FUR PRIORITATSBELEG 

5. GESAMTBETRAG DER ZU ZAHLENDEN GEBUHREN 
Addieren Sie die in Feldem T, S, I und P eingetragenen Betrage, 

und tragen Sie die Sunune in das nebenstehende Feld ein 



D 



2.524, 



4.924,— 



mSGESAMT 



I I Die Bestinmiungsgebuhren werden jetzt noch nicht gezahlt. 



ZAHLUNGSWEISE 

[X I Abbuchungsauftrag (siehe unten) Bankwechsel 

I I Scheck Bar^ahlung 

[ I Postanweisung [ | Gebuhrenmarken 



I I Kupons 

I I Sonsiige (einzeln angeben): 



ABBUCHUNGSAUFTRAG (diese Zahlungsweise gibt es nicht bei alien Anmeldeamtemj 
Das Anmeideamt/ _F.PA fX 



□ 
□ 



wird beauftragt, den vorstehend angegebenen Gesamtbetrag der Gebiihren von meinem laufenden 
Konto abzubuchen. 

wird beauftragt, Fehlbetrage oder Uberzahlungen des vorstehend angegebenen Gesamtbetrags der 
Gebiihren meinem laufenden Konto zu belasten bzw, gutzuschreiben. 

wird beauftragt, die Gebiihr fUr die Ausstellung de^'f'riontatshelegs und sei 
Intemationale Buro der WIPO von meinem laufen/fer/Kfi^ito 



2800 0007 



Kontonummer 



Koln. 22. Juli 1998 
Datum (Tag/Monot/Jahr) . 





Umerechrift (Alek von Kreisler) 



Formblatt PCT/RO/IOl (Anhang) (Juli 1997; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zum Blatt fur die Gehiihrenberechnung 



BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Studiengesellschaf t 
Kohle mbH 

Kaiser- Wilhelm- Plat z 1 




45470 Mvihlheim an der Ruhr 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


r. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference given by the DEPOSITOR: 

PABST 7,1 
PUCPL6AP4B04-H3 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 12322 


II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 


The microorganism identified under 1. above was accompanied by: 




(X ) a scientific description 

(X ) a proposed taxonomic designation 




(Mark with a cross where applicable). 




m. RECEIPT AND ACCEPTANCE 


This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I. above, which was received by it on 1998-07-20 
(Date of the original deposit)'. 


IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 


The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 
for conversion). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name; DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signaturc(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 


Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Date: 1998-07-24 



' Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 



Form DSMZ-BP/4 (sole page) 0196 



BUDAPESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Studiengesellschaf t 
Kohle mbH 

Kaiser-Wilhelm-Platz 1 



45470 Muhlheim an der Ruhr 


LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgestellt gemaB Regel 10,2 von der unten angegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I- HINTERLEGER 


n. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name; Studiengesellschaf t 

Kohle mbH 
Anschrift: Kaiser- Wi Ihelm- Plat z 1 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER 
DSM 12322 


454 70 Muhlheim an der Ruhr 


Datum der Hinterlegung oder Weite^Ieitung^- 
- 1998-07-20 


III. lebensfAhigkeitsbescheinigung 


Die LebensfUhigkeit des unter II genannten Mikroorganismus ist am 19 98 
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus 


-07-20^ gepruft worden. 


(X)"* lebensfUhig 

( y nicht mchr lebensfUhig 




IV. bedingungen, unter denen die lebensfAhigkeitsprCfung durchgefuhrt worden ist* 




V. internahonale hinterlegungsstelle 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Unterschrift(en) der 2ur Vertretung der intern ationaJen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigtcn Bediensteten: 

Datum: 1998-07-24 



Angabe des Datums der Ersthinterlcgung. Wenn eine emeute Hinterlegung oder eine Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums 
der jeweils letzten emeuten Hinterlegung oder Weiterleitung. 

In den in Regel 10.2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der letzten Lebens^igkeitsprtifiing. 
Zutreffendes ankreuzen. 

AusfUMen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Prtifimg negativ waren. 



Formblatt DSMZ-BP/9 (einzige Scite) 0196 



BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Studiengesellschaf t 
Kohle mbH 

Kaiser-Wilhelm-Platz 1 




45470 Miihlheim an der Ruhr 


VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


I. DEPOSITOR 


II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Studiengesell schaf t 

Kohle mbH 
Address: Kaiser-Wilhelm- Platz 1 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 12322 


4 5470 Miihlheim an der Ruhr 


Date of the deposit or the transfer': 
r 1998-07-20 


in. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under II above was tested on 1998-07-20 ^ . 
On that date, the said microorganism was 


(X)' viable 




( )' no longer viable 




rV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED* 




V, INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 


Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Date: 1998-07-24 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or 
date of the transfer). 

In the cases referred to in Rule 1 0.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 



Form DSMZ-BP/9 (sole page) 0196 



BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Studiengesellschaf t 
Kohle mbH 

Kaiser -Wilhelm- Plat z 1 




45470 Muhlheim an der Ruhr 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference given by the DEPOSITOR: 
PABST 7 . 1 

pUCPL6AP4BSF 03-GlO 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 12321 



li. SCIENTinC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under 3. above was accompanied by: 



(X ) a scientific description 

(X ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



HI. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I. above, which was received by it on 1998-07-20 
(Date of the original deposit)'. 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 
for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: 


DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


S!gnature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized ofFicial(s): 


Address: 


Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Date: 1998-07-24 



' Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 0196 



BUDAPESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
fCr die zwecke von PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Studiengesellschaf t 
Kohle mbH 

Kaiser- Wilhelm- Plat 2 1 



45470 Muhlheim an der Ruhr 


LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgestellt gemaB Regel 10.2 von der unten angegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. HINTERLEGER 


11. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Studiengesel Ischaf t 

Kohle mbH 
Anschrift; Kaiser-Wilhelm- Plat 2 1 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 
DSM 12321 


4 5470 Muhlheim an der Ruhr 


Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung': 
- 1998-07-20 


ni. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 


Die LebensfUhigkeit des unter II genannten Mikroorganismus Ist am 1998 
Zu diesem ZeiQ)unkt war der Mikroorganismus 


-07-20' gepriift worden. 


(Xy lebens^hig 

( y nicht mehr lebensf&hig 




rV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN IST* 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unterschrift(en) der zur Vertretung der intemationaJen Hinterlegungsstelle 
befiigten Person(en) oder des (der) von ihr erm^htigten Bediensteten: 


Anschrift: Mascheroder Wcg lb 
D-3 8 1 24 Braunschweig 


Datum: 1998-07-24 



Angabe des Datums der Ersthinterlegung, Wenn eine emeute Hinterlegung oder eine Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums 
der jeweils letzten emeuten Hinterlegung oder Weiterleitung. 

In den in Regel 102 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der letzten Lebensfilhigkeitsprilfung. 
Zutreffendes ankreuzen. 

AusfUllen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der PrUfiing negativ waren. 
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BUDAPEST TREATY ON THE INTCRNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF NflCROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Studiengesellschaf t 
Kohle mbH 

Kaiser-Wilhelm-Platz 1 




45470 Miihlheim an der Ruhr 


VLA3ILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


I. DEPOSITOR 


n. IDENTIHCATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Studiengesellschaf t 

Kohle mbH 
Address: Kaiser-WilheliH- Plat z 1 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 
DSM 12321 


45470 Miihlheim an der Ruhr 


Date of the deposit or the transfer': 
- 1998-07-20 


ni. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under 11 above was tested on 1998-07-20 ^. 
On that date, the said microorganism was 


(X)* viable 




( )' no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED* 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 


Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Date: 1998-07-24 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or 
date of the transfer). 

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNmON OF THE DEPOSIT OF iVCCROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Studiengesellschaf t 
Kohle mbH 

Kaiser -Wilhelm- Plat z 1 

45470 Muhlheim an der Ruhr receipt in the case of an original deposit 

issued pursuant to Rule 7. 1 by the 

international depositary authority 

identified at the bottom of this page 



1. identification of the microorganism 



Identification reference given by the DEPOSfTOR: 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 


PABST 7.1 




pUCPL6A P5B 14-Cll 


DSM 12320 



II. SCIENTinc DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by: 



(X ) a scientific description 

(X ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



III. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I. above, which was received by it on 1998-07-20 
(Date of the original deposit)'. 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 
for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORfrY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address; Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 



Date: 1998-07-24 



' Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 0196 



BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Studiengesellschaf t 
Kohle mbH 

Kaiser- Wilhelm- Plat z 1 




454 70 Miihlheim an der Ruhr 


LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgesteUt gemafi RegeJ 10.2 von der unten angegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. HINTERLEGER 


11. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Studiengesellschaf t 

Kohle mbH 
Anschrift: Kaiser-Wilhelm-Plat z 1 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugcteilte EINGANGSNUMMER: 
DSM 12320 


45470 Miihlheim an der Ruhr 


Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung': 
' 1998-07-20 


III. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 


Die LebensfUhigkeit des unter II genannten Mikroorganismus tst am 19 98 
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus 


-07-20 'gepriift worden. 


(X)' lebensfShig 

( y nicht mehr lebensiahig 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRCFUNG DURCHGEFliHRT WORDEN \SV 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 


Unterschrift(en) der zur Vertretung der intemationalen Hinterlegungsstelle 
befijgten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 


Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Datum: 1998-07-24 



Angabe des Datums der Ersthinterlegung. Wenn eine emeute Hinterlegung oder eine Weitcrlcitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums 
der jeweils letzten emeutcn Hinterlegung oder Weiterleitung. 

in den in Regel 10.2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der letzten Lebensfahigkeitspriifiing. 
Zutreffendes ankreuzen. 

Ausfilllen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Priifung negaiiv waren. 
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



rNTERNATIONAL FORM 



Studiengesellschaf t 
Kohle mbH 

Kaiser-Wilhelm-Platz 1 




45470 Muhlheim an der Ruhr 


VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


I. DEPOSITOR 


IL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Studiengesellschaf t 

Kohle mbH 
Address: Kaiser-WilheliTi-Platz 1 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 
DSM 12320 


454 70 Muhlheim an der Ruhr 


Date of the deposit or the transfer^: 
^ 1998-07-20 


HI. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under 11 above was tested on 1998-07-20 ^. 
On that date, the said microorganism was 


(X)^ viable 




( y no longer viable 




rV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED' 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s); 


Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Date: 1998-07-24 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or 
date of the transfer). 

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
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S2 EPA/EPO/OEB 

D - 80298 Munchen 
•6? 089/2399-0 
Tx 523 656 epmu d 
Fax 089/2399-4465 



Europaisch s 
Patentamt 



Europ an 
Pat nt Office 



Office uropeen 
de$br vets 



r 



EPA/EPO/OEB 



D - 80298 Munchen 



VON KREISLER, Alek 
Deichmannhaus am Hauptbahnhof 
Bahnhof svorplatz 

D-50667 KOLN 



L 



J 



Anmeider: S t ud i e nge s e 1 1 s c h 3 f t 

Applicant: Kohle ITlbH 
Demandeur : 



Nr. der Anmeldung / Application No. / Oemande de brevet nt" 



Tag des Eingangs / Date of Receipt / Date de reception 



Zeichen des Anmelders / Vertreters - Applicant / Representative 
Ref. No. - Reference du demandeur ou du mandataire 

981391WO AvK/JH/rh 



Datum / Date 



23.07.98 



Empfangsbescheinigung / Receipt for documents / Recepisse de documents 

Das Europaische Patentamt bescheinigt hiermit den Empfang folgender Dokunnente ; 

The European Patent Office hereby acknowledges the receipt of the following : 

L' Office europeen des brevets accuse reception des documents indiques ci-dessous ; 



Anmeldeunterlagen / items making up 
the application / pieces de (a demande 

Antrag 
^ Request 
Requete 

-. Beschreibung 
Description 



Patentanspruch (Patentanspruche) 
C!aim{s) 

Revendication{s) 

Ggf. unterschiediiche Patentanspruche 
I I Different claims 

Le cas echeant, revendications diff^rentes 

Zeichnung(en) 
Drawing (s) 
Dessin(s} 

Zusammenfassung 
— Q Abstract 
Abrege 

Prioritatsbeleg(e) 

I I Priority document(s) 

Document(s) de priority 

Obersetzung des(r} Prioritatsbelegs(belege) 

I 1 Translation of priority document(s) 

Traduction du ou des documentsis) de priorite 



Stuckzah) / No. of copies / 
Nombre d'exemplaires . 



A 



B. Beigef ijgte Dokumente / accompanying 
documents / documents joints 

Vertretervollmacht 
'Sj Authorisation of representative(s) 
Pouvoir de mandataire 

Erfindemennung 
I I Designation of inventor 
Designation de I'inventeur 

Fruherer Recherchenbericht 
^2 Earlier Search report 

Rapport de recherche ant^heure 

Gebuhrenberechnungsblatt 
%/\' Fee calculation sheet 
^ Feuiile de calcut des taxes 

Abbuchungsauftrag 
[jQ Debit order Wahrung/Currency/Monnaie 
Ordre de debit Betra^Amp uQV Montant 



Scheck 

I I Cheque 

Cheque 



Ausfullung freigestefit/ 
optional/facultatif 



_^ Sonstige Unterlagen i'"] L., [7 ^ 
''^ Other documents ^ f 

Autres documents 7 . 



O 



Die genannten Unterlagen sind am oben genannten Tag eingegangen; die Anmeldung hat die ebenfalls oben angefuhrte 
Anmetdenummer erhalten / The said items were received on the date indicated above and the application has been assigned the 
above-indicated application number / Les documents mentionnes ont ete regus ^ la date indiqu6e; le num^ro figurant ci-dessus a 6t6 
attribu^ ^ la demande de brevet ■ 



Unterschrift / Amtsstempel 
Signature / Official Stamp 
Signature / Cachet officiel 




EurdpiMM Paft#nt«mt 
Eoropean Patent OfTice 
Office europeen des br vets 
S D-80298 Munchen 

T. Touysserkani 



Patentsinwalte Pal 
VON KREISLER SELTING' 



Oeichmannhaus am Dom 
D-50667 KOLN 



09/46349* 

2 4 JAN aw. 



vonKreisler Selling Werner • p^oftox ^*^2241 • D-50462Koln 



Europaisches Patentamt 
Erhardtstr. 27 
8 0331 Munchen 



Patentanwaite 

Dr.-lng. von Kreisler 1 1973 

Dipl.-Chem. AIek von Kreister 
DIpt.-lng. Gunther Selting 
DIpl.-Chem. Dr. Hans-Karsten Werner 
Dipt -Chem. Dr. Johann F. Fues 
Dipl.-lng. Georg Dallmeyer 
DIpt.-lng. Jochen Hitleringmann 
Dipl.-Chem. Dr. Hans-Peter Jdnsson 
DipJ.-Chem. Dr. Hans-Wilhelm Meyers 
Dipl.-Chem. Dr. Thomas Weber 
Dipl.-Chem. Dr. Jorg Helbing 



Unser Zeichen: 
9813 91WO AvK/JH/rh 



03 , 



Koln, 
August 1998 



Internationale Pat entanmel dung PCT/EP98/04612 
"Verfahren zur Herstellung und Identif izierung von neuen 
Hydrolasen mit verbesserten Eigenschaf ten" 
Studiengesellschaf t Kohle mbH 



Anliegend werden die Hinterlegungsbescheinigungen und Lebensfa- 
higkeitsbescheinigungen fur die Mikroorganismen DSM 12320, 12321 
und 12322 ubersandt . 

Der Patentanwalt 




(Dr. Jorg Helbing) 



Anlagen: 

Bescheinigungen zu Mikroorganismen 
DSM 12320, 12321 und 12322 



Telefon: (0221) 916520 ■ Telefax: (0221) 134297 • Telefax: (G BZI) (0221) 912030 • eMail: mail@dompatent.de 



Patentanwalte Pal 
VON KREISLER SELTING 



09/463494 

WWM 2 4 JAN 2000- 



Deichmannhaus am Dom 
D-50667 KOLN 



vonKreister Selling Werner ■ p°(5^|g*J 102241 • D-50462K6In" 

Europaisches Patentamt 
Erhardtstr. 27 

D-80331 Munchen K O p 1 ^ 



Unser Zeichen: 
981391wo/JH/ml 



Patentanwalte 

Dr.-lng. von Kreisler 1 1973 

Dipl.-Chem. AIek von Kreisler 
Dipl.-Ing, Gunther Selting 
Dipl.-Chem. Dr. Hans-Karsten Werner 
DIpl.-Chem. Dr. Johann F. Fues 
Dipl.-lng. Georg Datlmeyer 
Dipl.-ing. Jochen Hilleringmann 
Dipl -Chem. Dr. Hans-Peter Jonsson 
DipL-Chem. Dr. Hans-Wilhelm Meyers 
DIpl.-Chem. Dr. Thomas Weber 
Dipl.-Chem. Dr. Jorg Helbing 

Koln, 
21. Juni 1999 



Internationale Patentanmeldung PCT/EP98/04612 

"Verfahren zur Herstellung und Identif izierung von neuen 

Hydrolasen mit verbesserten Eigenschaf ten" 

Studiengesellschaf t Kohle mbH 



Auf die Auf f orderung zur Einschrankung der Anspruche oder , zur 
Zahlung zusatzlicher Gebiihren vom 01.06.1999. 

Es wird urn die Priifung der Gruppe I (Anspruche 13-20, 27, 28, 
30 und 32-34 vollstandig sowie Anspruche 1-12, 21-26, 29 und 31 
partiell) gebeten. 



Der Patentanwalt 




Telefon: (0221) 916520 ■ Telefax: (0221) 134297 • Telefax: (G EC) (0221) 91 20301 - eMail: mal.@dompatent.de 



VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENA 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



9^ 



Da 



Hi 



HFJ 



Abs Oder: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHdRDE 



An 



VON KREISLER, SELTING & WERNER 

z.H. Von Kreisler, Aiek 

Bahnhof svorplatz 1 (Deichmannhaus) 

D-50667 Kbln 

GERMANY 

^^^^ 

^^^^^^ 



PC11 



11,JAK1399 



AUFFORDERUNG ZUR ZAHLUNG 
ZUSATZLtCHER GEBOHREN 



(Artikel 17(3)a) und Regel 40.1 PCT) 



L 



Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 06/01/1999 




Aktenzeichen des Anmelder^ oder Anwalts 

981391WO 



ZAHLUNG FALLfG . . 

innerhalbvon 30 
ab obigem Absendedatum 



M&fiKdfiin/Tagen 



Internationales AKtenzetchen 

PCT/EP 98/04612 



Internationales Anmeldedatum 
(T ag/MonatUahr) 



23/07/1998 



Anmelder 

STUDIENGESELLSCHAR KOHLE MBH et a1, 



1 . Die Intern ationaie Recherchenbehorde 

i) ist der Auffassung, da3 die internationale Anmeldung _ 



den)4K<ittQ@fft6nd/auf gesondertem Blatt angegebenen AnsprQchen erfaStsind: 



(Anzahl) Erfindungen umfafJt, die in 



und ist der Auffassung. da(3 die Internationale Anmeldung dem Erfordemis der Einheitdchkeit der Erfindung 

(Regel 1 3.1 , 1 3.2 und 1 3.3) nicht entspHcht, und zwar aus dd(Xifi<^i6f^)a6hend/auf gesondertem QIatt angegebenen 
GrQnden: 



ii) [x] hat eine Internationale Teitrecherche 
durchgefuhrt (stehe Anhang) 



□ 



wird den intemationalen Recherchenbericht erstellen 



fur die Teite der intennationalen Anmeldung, die sich auf die In den AnsprOchen Nr. 

^Tphp fipgpn<;tanH 1 awf 7u<;at^h7 af t zuerst erwahnte Erfindung beziehen. 

iii) wird den intemationalen Recherchenbericht fOr die ubrigen Teile der intemationalen Anmeldung nur insoweit 
erstellen, als zusatzliche Gebuhren entrichtet werden 

2. Der Anmelder wird aufgefordert innerhalb der obengenannten Frist den nachstehenden angegebenen Betrag zu 
entrichten: 



D F H 2. PQ 0.- 



GebQhrpro zus&tzltche £rfindung 



Anzahl der zusdtzltchen Erfindungen 



Gesamtbetrag der zus&tzlichen GebQhren 



Dem Anmelder wird mitgeteitt, daB nach Regel 40.2 c) die Zahlung einer zusatzllchen GebOhr unter Widerspruch 
erfolgen kann; dem Widerspruch ist eine BegrQndung des inhalts beizufOgen, da0 die internationale Anmeldung das 
Erfordemis der Einhertlichkeit der Erfindung erfQIle oder daB der Betrag der geforderten zusalzlichen GebQhr uberhaht 



3. Die AnsprOche Nr. 



.haben sich aufgrundvon Mangein nach Artikel 17(2)a) als nicht 



recherchierbar gemaB Artikel 17(2)b) erwiesen und wurden deshalb keiner Erfindung zugeordnet. 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbeharde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
SUJI Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



Bevolimachtigter Bediensteter 

Mirellle Claudepierre 



Formblatt PCT/ISA/206 (Juli 1992) 



JIBrang zu Formblatt PCT/ISA/206 
MITTEILUNG UBER DAS ERGEBNIS DER INTERNATIONALEN 
TEILRECHERCHE 



1. Diese Mitteilung ist ein Anhang zur Aufforderung zur Zahtung zusatzlicher Gebuhren (Formblatt PCT/ISA/206). 
Sie unterrichtet uber das Ergebnis cJer internationalen Recherche zu den Teilen der internationalen Anmeldung, die 
sich auf die in den folgenden Anspnlichen zuerst erwahnte Erfindung beziehen: 

1-34 

2. Bei dieser Mitteilung handelt es sich nicht urn den internationalen Recherchenbericht der nach Artikel 18 und Regel 43 
erstellt wird. 



internationates Aktenzeichen 

PCT/EP 98/04612 



3. Zah!t der Anmeider die zusatzlichen Recherchengebuhren nicht, so gelten die Angaben in dieser Mitteilung als Ergeb- 
nis der internationalen Recherche und werden in dieser Form in den iritemationalen Recherchenbericht aufgenommen. 

4, Zahlt der Anmeider zusatzliche Gebuhren so werden in den Recherchenbericht sowohl die Angaben dieser Mitteilung 
als auch das Ergebnis der Internationalen Recherche zu den ubrigen Teilen der internationalen Anmeldung aufgenom- 
men, fur die zusatzliche Gebuhren entrichtet wurden. 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 


Bezeichnung der Verotfenttichung, soweit erforderlich unter Angabe dsr in Betrachtkommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


Y 


SHINKAI A ET AL: "Substitutions of Ser 
for Asn-163 and Pro for Leu-264 are 
Important for stabilization of lipase from 
Pseudomonas aeruginosa." 
JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, (1996 NOV) 120 
(5) 915-21. JOURNAL CODE: HIF. ISSN: 
0021-924X. , XP002087459 
Japan 

siehe das ganze Dokument 


1-34 


Y 


STADLER P ET AL: "Stereoselectivity of 
microbial lipases. The substitution at 
position sn-2 of triacylglycerol analogs 
influences the stereoselectivity of 
different microbial lipases." 
EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, (1995 
JAN 15) 227 (1-2) 335-43. JOURNAL CODE: 
EMZ. ISSN: 0014-2956., XP002087460 
GERMANY; Germany, Federal Republic of 
siehe Seite 335, linke Spalte - Seite 335, 
rechte Spalte, Absatz 1 


1-34 


Y 


LEUNG D ET AL: "A method for random 
mutagenesis of a defined DNA segment using 
a modified polymerase chain reaction" 
TECHNIQUE, 

Bd. 1, Nr. 1, August 1989, Seiten 11-15, 
XP002087461 

In der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

-/-- 


1-34 



m 



WGitere Veroflentllchungen sind der Fortsetzungvon Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamill© 



■'X* 



' Besondere Kategorien von angegebenen VerOffentlichungen : 
"A" Veroffentlichung, die den allgemoinen Standder Techntk definiert, 

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
"E* atteres Dokument, das jedoch erst am Oder nacbdem Internationalen 

Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 
"L" Vertjffentllchung, d/e geeignet tst, einenPrioritatsanspruch zweifelhaft er- 

scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 

anderen im Recherchenbericht genannten Verotfenttichung tielegt werden -y. 

soil Oder die aus einem anderen besonderen Gnjnd angegeben tst (wie 

ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundlicheOtfenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 

"P* VerStrentlichung. die vor dem intemationatenAnmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentHcht worden ist * 



Spatere Verottentllchung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollldiert.sondern nur zumVerstSndnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeiiegenden 
Theorle angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer 8edeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann atlein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Ver5ffent]lchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischerTatigkeit bemhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen diese Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitgiied derselbenPatentfamilie ist 



Fotmbiatt PCT/ISA/206 (Anhang Ban 1) (JuB 1992) 



Seite 1 von 3 



AmPfig zu Formbiatt PCT/lSA/206 
MITTEILUNG UBER DAS ERGEBNIS DER INTERNATIONALEN 
TEILRECHERCHE 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/04612 



C.{Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 




Bezefchnung der VerdffentOchung, $oweft erf order Itch unter Angabe der in Betrachtkofnmenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


Y 


CADWELL R AND JOYCE G ET AL: 
"Randomization of genes by PGR 
mutagenesis" 

PGR METHODS AND APPLICATIONS, 

Bd, 2, 1992, Seiten 28-33, XP002087462 

siehe das ganze Dokument 


1-34 


Y 


STEMMER W; "DNA shuffling by random 
fragmentatio and reassembly: In vitro 
recombination for molecular evolution" 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

Bd, 91, Oktober 1994, Seiten 10747-10751, 

XP002087463 

WASHINGTON US 

siehe das ganze Dokument 


1-34 


Y 


ZHANG J-H ET AL: "Directed evolution of a 
fucosidase from galactosidase by DNA 
shuffling and screening" 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

Bd. 94, April 1997, Seiten 4504-4509, 

XP002087464 

WASHINGTON US 

siehe das ganze Dokument 


1-34 


Y 


ZANDONELLA G ET AL: "Enantiomeric 
perylene-glycerol ipids as fluorogenic 
substrates for a dual wavelength assay of 
lipase activity and stereoselectivity." 
CHIRALITY, (1996) 8 (7) 481-89. JOURNAL 
CODE: AVD. ISSN: 0899-0042., XP002087465 
United States 
siehe das ganze Dokument 


13-15,20 


A 


UZAWA H ET AL: "Determination of the 
lipase stereoselectivities using circular 
dichroism (CD);lipases produce chiral 
di-O-acyl glycerols from achiral 
tri -0-acyl gl ycerol s . " 

BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, {1993 JUL 
1) 1168 (3) 253-60, JOURNAL CODE: AOW. 
ISSN: 0006-3002,, XP002087466 
Netherlands 

siehe das ganze Dokument 




Y 


EP 0 443 063 A (HENKEL RESEARCH CORP) 
28, August 1991 
siehe Bei spiel 5 

-/- 


15,20 
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AURig zu Formbtatt PCT/lSA/206 
MITTEILUNG UBER DAS ERGEBNIS DER INTERNATIONALEN 
TEILRECHERCHE 



C.(Fortsetzung} ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie'' 


Bezeichnung der Verdffentlfchung. soweiterforderlich unter Angafoe der In Betrachtkommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


Y 


BERGMEYER H: "Methods of enzymatic 

analysis. Volume H" 

1986 , VERLAG CHEMIE , WEINHEIM 

XP002087470 

siehe Seite 236 - Seite 239 


15,20 


Y 


MUDERHWA J ET AL: "Purification and 
properties of the lipasesfrom Rhodotorula 
pillmanae Hedrick and Burke" 
APPLIED MICROBIOLOGY BIOTECHNOLOGY, 
Bd. 23, 1986, Seiten 348-354, XP002087467 
siehe Seite 349, linke Spalte, Absatz 4 


16,20 


Y 


DE 44 13 121 A (SCHURIG VOLKER PROF OR) 

16. Februar 1995 

siehe das ganze Dokument 


19,20 


Y 


WO 97 20918 A (RECOMBINANT BIOCATALYSIS 
INC) 12. Juni 1997 
siehe Beispiel 4 


19,20 


Y 


WO 91 15581 A (CREA ROBERTO) 
17. Oktober 1991 

siehe Seite 3, letzter Absatz - Seite 4 


21 


P,X 


REETZ, MANFRED T. ET AL: "Creation of 
enantioselecti ve biocatalysts for organic 
chemistry by in vitro evolution" 
ANGEW, CHEM., INT. ED. ENGL. (1998), 
VOLUME DATE 1997, 36(24), 2830-2832 CODEN: 
ACIEAY;ISSN: 0570-0833, XP002087468 
siehe Seite 2831, linke Spalte, Absatz 3 - 
Seite R 


1-15,20, 
22-34 


P,X 


REETZ M T ET AL: "Overexpression, 
Immobilization and biotechnological 
application of Pseudomonas lipases." 
CHEMISTRY AND PHYSICS OF LIPIDS, (1998 
JUN) 93 (1-2) 3-14. REF: 75 JOURNAL CODE: 
CZW. ISSN: 0009-3084., XP002087469 
Ireland 

siehe Seite 11 - Seite 12 


1-15, 
20-34 
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AUFFORDERUNG ZUR ZAHLUNG ZUSATZUCHER GEBUHREN 



Internationales Aktenzeichen 



PCT/EP 98/04612 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

L Anspruche: 13-20 27 28 30 32-34 volstandig 1-12 21- 
26 29 31 partiell 



Verfahren zur Herstellung und Identif izierung von 
Hydrolase-Mutanten mit verbesserter Stereo- oder 
Regloselektivitat und deren DNA-Sequenzen. 



2. Anspruche: 1-12 21-26 29 31 partiell 

Verfahren zur Herstellung und Identif izierung von 
Hydrolase-Hutanten mit verbesserter katalytischer Aktivitat 
und deren DNA-Sequenzen. 



3, Anspruche: 1-12 21-26 29 31 partiell 

Verfahren zur Herstellung und Identif izierung von 
Hydro! ase-Mutanten mit verbesserter Stabllitat und deren 
DNA-Sequenzen . 



4. Anspruch : 35 

Verfahren zum Test von Katalysatoren 



J. Biochemistry 120(1996)915-921 beschreibt die Herstellung von 
Lipase-mutanten mit verbesserter Stabllitat wobei das Lipasegen 
mittels ein modlf izierten Polymerase-Kettenreaktlon mutagenisiert ist. 

Chirallty 8(1996)481-489 und Biochimica et Biophysica Acta 
1168(1993)253-260 beschreiben Testverf ahren fiir die 
Enantioselektivitat von Lipasen, 

Im Hinbllck -auf diesen Stand der Technik 1st das erste Problem der 
vorllegenden Anmeldung die Herstellung von Lipasen mit anderen 
verbesserten Elgenschaften als Stabllitat. 

Die Losungen fur dieses Problem sind: 

1. Ein Verfahren zur Herstellung von Lipasen mit verbesserter Stereo- 
oder Regloselektivitat 

2. Ein Verfahren zur Herstellung von Lipasen mit verbesserter 
katalytischer Aktivitat 

3. Ein Verfahren zur Herstellung von Lipasen mit verbesserter 
Stabllitat, 
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AUFFORDERUNG 2UR ZAHLUNG ZUSATZLICHER GEBOHREN 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/04612 



Das zweite Problem is die Bereitstellung eines Testverfahrens von 
Katalysatoren auf Stereo- Oder Reg1oselekt1vitat 

Die Losung fur dieses Problem ist ein Test wobei ein Testsubstrat , das 
mit einer chromophoren Gruppe versehen 1st, angewendet wurde, 

Angesichts der Tatsache, dass die Herstellung von Lipase-mutanten mit 
verbesserter Stabilitat mittels einer modif Izlerten 
Polymerase-Kettenreaktion schon bekannt ist und angesichts der 
Tatsache, dass Testverfahren von Katalysatoren auf Stereo- oder 
regloselektivitat schon bekannt sind und dass Selekti vitat, Aktivitat 
und Stabilitat wesentlich verschiedene Eigenschaften von Lipasen sind, 
und ein Verfahren zur Herstellung von Mutanten und ein Testverfahren 
von Katalysatoren wesentlich andere Verfahren sind, gibt es erstens 
keinen technischen Zusammenhang zwischen den Verfahren zur Herstellung 
von Lipase-mutanten mit verbesserter Stereo- oder Regloselektivitat, 
katalytlscher Aktivitat oder Stabilitat, und zweitens nicht zwischen 
den Lipase-mutanten und dem Testverfahren. 

Well es kelne andere technischen Eigenschaft gibt, die, im Licht des 
Standes der Technik, als eine spezifische Eigenschaft gesehen werden 
kann, ist die Internationale Rechercheabtei lung der Meinung, dass es 
kein einzelnes erf inderisches Konzept gibt, dass die Vielfalt der in 
der Anmeldung vorkommenden Erfindungen vereinen konnte. 
Somit muss ein Nichteinheitl ichkei tsanspruch erhoben werden unter Art, 
13.1, PCT. 
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<nhang Patentfamilie 

Angaben zu Verotlentlichungen. die zur setoen Patentfamilie gehoren 



(nternationales Aktenzetchen 

PCT/EP 98/04612 



Im Recherchenbericht 


Datum der 




Milgliecl(er) der 




Datum der 


angefiihrtes Patentdokument 


Verdffentlichung 




Paten ttamilie 




Veroffentlichung 


EP 0443063 A 


28-08-1991 


KEINE 






L/C HmJl^l n 




KEINE 






WU y/^u^IO M 




AU 


1148997 


A 


C 1 \i\J X Z7 J / 






CA 


2239686 


A 
n 


1 ?-nfi-1<3Q7 

X ^ VJU X 737 / 






EP 


0866853 


A 




WU ^iioool n 


1 7-1 0-1 QQ1 


AT 


126535 


T 
( 








AU 


653152 


D 
D 








AU 


7741891 


A 


30-10-1991 






CA 


2079802 


A 


06-10-1991 






DE 


69112207 


D 


21-09-1995 






DE 


69112207 


T 


28-03-1996 






EP 


0527809 


A 


24-02-1993 






ES 


2078518 


T 


16-12-1995 






US 


5830650 


A 


03-11-1998 






US 


5798208 


A 


25-08-1998 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Abs nd r: INTERNATIONALE RECHERCHENBEH6RDE 



An 



VON KREISLER, SELTING & WERNER 
z.H. Von Kreisler, Alek 

Paf^nhftf cunrplatT 1 f Doirhiiifinriha 

D-50667 Kb In 
GERMANY 



Sg 



Da hi irir"!) ME 



us, 



TW: 



JH 



25.MAI1999 



PCT 



MITTEILUNG OBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERiCHTS 
ODER DER ERKLARUNG 



(Regel 44.1 PCT) 




Absendedatum 
(T sg/Monat/Jahr) 



19/05/1999 



Aktenzeichen des Anmelders oder AnwaJts 

981391WO 



WEITERES VORQEHEN 



siehe Punkte t und 4 urtten 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/04612 



Intemationaies Anmetdedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 23/07/1998 



Anmetder 



STUDIENGESELLSCHAFT KOHLE MBH et al. 



1 . Dem Anmeider wird mitgeteift, daB der intemationalo Recherchenberit^t ersiellt wurde und ihm hiermit Qbermitteft wird. 
Einreichung von Andeningen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmeider kann auf eigenen Wunsoh die AnsprQche der intemationalen Anmeldung ^dem (siehe Regei 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung soicher Anderungen betragt Qbiicherweise zwei Monate ab der Obermrttiung des 
internationalen Recherchenberiohts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Belblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen BQro der WlPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-1 21 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.1435 

Nahere Hinwelse sind den Anmertcungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. rn Dem Anmeider wird mitgeteift, daB kein intemationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die Erklarung nach 

Artikel 17(2)a) ubemiittelt wird. 



3. r~| Hinsichtllch des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatztichen GetjQhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
^— dem Anmeider mitgeteitt, daB 

□ der Widerspruch und cfie Entscheidung hierOber zusammen mil seinem Antrag auf Obermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hierOber an die Bestimmungsamter dem Internationalen BQro Qbemiitleft worden 
sind. 

□ noch keine Entscheidung Qber den Widerspruch vorliegt; der Anmeider wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

4. Weiteres Vorgehen: Der Anmeider wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die Internationale Anmeldung vom Internationalen BQro veroffent^ 
iicht. WHJder Anmeider die Veroffentlichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muB gemaB Regel 90 .f 
bzw. 9Cr^ vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fOr die intemationale Veroffentlichung eine Erklarung Qber die ZurQcknah- 
me der internationalen Anmeldung oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen BQro etngehen. 

Innerhalb von 19 lUlonaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf intemationale voriaufige PrQfung einzureichen, wenn der 
Anmeider den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtem sogar noch langer) 
verschieben mocbte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmeider die fQrden Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handtungen vor alien BestimmungsSmtern vomehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahit wurden oder nicht ausgewShtt werden konnten, da fQr sie 
Kapitel II des Vertrages nicht vert^indlich ist. 





Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 

^ Europaisches Patentamt, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
-|Vrt NL-2280 HV Rijswijk 
.fly/ Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31 -70) 340-3016 


Bevoilmachtigter Bediensteter 

Andria Overbeeke-Siepkes 
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



Diese Anmerkungen sollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Andemngen gemafi Artikel 19 geben. Diesen Anmerkungen 
tiegen die Erfordernisse des Vertrags Qber die Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCX), der AusfOhrungs- 
ordnung und der Verwattungsvorschriften zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind letztere maSgebend. Nahere Einzeiheiten sind dem PCT-Leitfsujen fOr Anmelder, einer Veroffentlichung der 
WlPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen venwendeten Begriffe "Artiker, "RegeJ" und "Abschnrtt" beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT- Vertrags, der PCT-AusfQhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaiturtgsvorschriften. 

HINWEISE ZU ANOERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach Erhalt des intemationafen Recherchenberidits hat der Anmetder die Moglichkeit, einmal die Anspruche der intemationalen 
Anmeidung zu andem. Es ist jedoch zu betonen, daS, da a(te Tetle der intemationafen Anmeldung (AnsprOche, Beschreibung und 
Zeichnungen) wahrend des fntemationalen vori^figen PrQfungsverfahrens ge^dert werden konnen, normaterweise keine Notwendigkeit 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikel 1 9 einzursichen, au6er wenn der Anmelder z.B, zum Zwecke eines voriltufigen 
Schutzes die Veroffentlichung dieser Anspruche wunscht oder ein anderer Grund fQr eine Anderung der AnsprOche vor ihrer intemationa- 
Jen Verofferrtlichung voriiegt. Wertertiin ist zu beachten, daS ein vorflUifiger Schutz nur in einigen Staaten erhSltlich is*. 



Welche Telle der intemaitlonalen Anmeidung konnen geSndert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 konnen nur die AnsprQche ge&idert werden. 

In der intemationalen Phase konnen die AnsprOche auch nach Artike! 34 vor der mil der intemationalen voriaufigen PrOfung beauf- 
tragten Behorde ge^ndert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationalen voriaufigen PrOfung t>eauftragten Behorde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase konnen alte Teite der intemationalen Anmeidung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geandert werden. 



Bis wann sind Anderungen einzurelchen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Obermtttlung des irrtemationalen Recherchenberichts oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum, je nachdem, welche Frist spater abiauft. Die Anderungen geiten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem intemationalen BQro nach Abtauf dermaBgebenden Frist, aber noch vor AbschluR der technischen Vorbereitungen fQrdie 
intematfonaie Ver5ffentlichung (Regel 46.1} zugehen. 

Wo sind Anderungen nicht einzureichen? 

Die Anderungen konnen nur beim Intemationalen BQro, nicht aber fcreim Anmeldeamt oder der Intemationalen Recherchentjehorde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf intemationale vorlSufige PrQfung eingereicht wurdeMird, siehe unten. 

In welcher Form konnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer Ansprviche, durch HinzufQgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprQche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer AnsprQche in der eingereichten Fassung. 

FOr jedes Anspruchsfc^att, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprunglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle AnsprQche, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen die anderen Anspruche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind cfie AnsprDche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaltungsvorschriften, Abschnitt 205 b)}. 

Die Anderungen sind in der Sprache abzufassen, In der die Intemationale Anmeidung verdffentllcht wird. 



Welche Unterlagen sind den Anderungen beizufQgen? 
Begleltschreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Andemngen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen Anmeidung und den geanderten AnsprOchen veroffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechsein mit der "Erklarung nach Artikel 19(1)" (siehe unten, 'ErWarung nach Artikel 19 (1)'^. 

Das Begleitschreiben ist nach Wahl des Anmelders in englischer oder franzdsjscher Sprache abzufassen. Bel englischspra- 
chigen Intemationalen Anmeldungen Ist das Begleitschreiben aber ebenfalls in englischer, be! franzoslschsprachigen inter- 
nationalen Anmeldungen in tranzdsischer Sprache abzufassen. 
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VOLI-MACHr/ AUTHORISATION VPOUVOIR' 



Bitte vor dem Ausftillen des Formblatts AQckseite beachten 



Please read the notes overieaf before completing the form 



Veuillez tire les remarques au verso avant de remplir le formulaire 


Nr. der Anmeidung (des Patents) / Application/Patent No. / 
IV(° de la demande (du brevet) 


Zeichen des Vertreters (derVertreter) (max. 15 Positionen) 
Representative's Reference (max. 15 spaces) 
Reference du (des) mandataire(s) (15 caractdres ou espaces 
au maximum) 

AvK/JH/IM 





Ich {Wir)/1 (We)/Je (Nous)^ 



JSGER, Karl-Erich 

Ruhr-Universitat Bochxun, Fakultat f. Biologie 
Universitatsstrasse 150. D-44790 Bochiom 



bevoltm4chtige(n) hiermit/do hereby authorise /autorise (autorisons) par la pr^sente*^ 

DiJil.Chsm. Aiek von Kri?i^;!£r. Dipl-tnr;. GQniiir;: ^i^inng. Dr. rsf. M*. rtafis-Kr^ten Wcmcr 
Of. rer n,il Joh^nn-ffisdncf; rue:. D;pi.-;ng. ^^^^rt Ocriritsy^if, Dipl.-li'ti). ^ocfi-^r, iiiSifingmafia 
Or. rar. na:. Han*- Peter Jonsscn. Or, rcr. n^. ^^5^S'VVi!h^rf^I; iVlsyers. Dr ter nat. TiT<>fn5S Weijer 
Or. rcf. rt2t. JflfQ Heibirig 
Oflhnholsvorptatz 1 (DaictimannnausK 0-50667 K6(n 

□ (Weitere Vertreter sind auf einem gesonderten Blatt angegeben. / Additional representatives indicated on supplementary sheet./ 
Les autres mandataires sent mentionnes sur une feullle suppl^mentaire.) 

mich (uns) zu vertreten a(s/to represent me (us) as/d me (nous) representer en tant que 

[x] Anmelder oder Patentinhaber/ applicant(s) or patent proprietor(s) /demandeur<s) ou titulaire(s) du brevet, 

I I Einsprechenden (Einsprechende) / opponent(s) / opposant(s), 

fur mich (uns) zu handeln in den durch das Europaische Patentubereinkommen geschaffenen Verfahren in der (den) folgenden eurcpaischen 
Patentanmeldung(en) Oder dem (den) folgenden europaischen Patent(en)* und Zahlungen fur mich (uns) in Empfang zu nehmen: 
to act for me (us) in all proceedings established by the European Patent Convention concerning the following European patent application(s) or 
patent(s)^ and to receive payments on my (our) behalf; 

a agir en mon (notre) nom dans toute procedure institute par la Convention sur te brevet europeen et concernant la (les) demande(s) de 
brevet ou le (les) brevet(s) europeen(s)'* suivant(s) et k recevoir des paiements en mon (notre) nom: 

Verfahren zur Herstellung und Id.entif izierung von neuen 
Hydrolasen mit verbesserten Eigenschaf ten 



I I Weitere Anmeldungen oder Patente sind auf einem gesonderten BJatt angegeben. / Additional applications or patents indicated on 
' — ' supplementary sheet. / Les autres demandes ou brevets sont mentionnes sur une feuille suppiementaire. 

Die Vollmacht gilt auch fOr Verfahren nach dem Vertrag iiber die intemationale Zusammenart>eit auf dem Gebiet des Patentwesens. 
This authorisation shall also apply to the same extent to any proceedings established by the Patent Cooperation Treaty. 
Ce pouvoir s'applique egalement k toute procedure instituee par le Trait6 de cooperation en matiere de brevets, 

^7] Diese Vollmacht gilt auch fur eventuelle europaische Teilanmeldungen./Thls authorisation also covers any European divisional 
applications / Le present pouvoir vaut Egalement pour les demandes division naires europ6ennes qui pourraient 6tre d6pos6es. 

[x1 Unten/ollmacht kann ertetit werden. / Sub-authorisation may be given. /Le pouvoir pourra etre d^l^gue. 



Ich (Wir) widerrufe(n) hiermit frOhere Vollmachten in Sachen der obenbezeichneten Anmeldung(en) oder des obenbezeichneten Patents 
(der obenbezeichneten Patente)^. /I (We) hereby revoke all previous authorisations in respect of the above apptication(s) or patent(s)^./ 
Je r6voque (Nous rdvoquons) par la pr^sente tout pouvoir ant^rieur. donn^ pour la (les) demande(s) ou le (les) brevet(s) mention n6(s) 
ci-des3us5 



Ort / Place / Lieu B OChuiTl 

Unterschrift(en) / Signature(s)® 



Datum/ Date 0 S^. ft W^vu, ^ \ ^ 3 J? 




Personen vom Unterschriftsberechtigten) etgenh^dig unterzetchnet sein. Nach der Unterscftrift bitte 
fftiolen (bei juristiachen Personen die SteJIung des Untersc)iriftsl>erechtigten inneitialb der Gesellschaft 



Das Fonmblatt muB vom (von denj Vaflmachtgel 
den (die) Namen des (de/) Unteizeichneten mit 
angeben). 

The form must bear the personaJ signalt/re(s) of the authori5or(s) (in the case of legal pei^ns. that of the officer empowered to sign). After the signature, please type the 
name(s) of the signatory (ies) adding, in the case of legal persons, his (their) position within the company. 

Le formulaire doit etre stgne de la propre main du <des) mandant(s) (dans le cas de personnes morales, de la personne ayant quatite pour signer). Veuillez ajouter a la 
machine, apres la signature, le (les) nom(s) du (des) signataire(s) en mentionnant, dans (e cas de personnes morales, ses (leurs) fonctions au sein de la society. 



VOLLMACHTVAUTHORISATIONVPOUVOIR' 



Bitte vor dem AusfQIIen des Formbfatts RQckseite beachten 
Please read the notes overleaf before completing the form 
Veutllez lire les remarques au verso avant de remplir le formu\aire 



Nr. der Anmeldung (des Patents) / Application/Patent No. / 
N** de (a demande (du brevet) 



Zeichen des Vertreters (derVertreter) (max. 15 Positionen) 
Representative's Reference (max. 15 spaces) 
Reference du (des) mandataire(s) (15 caract6res ou espaces 
au maximum) 

AVK/JH/IM 



)ch (Wir) / 1 (We) / Je (Nous)^ 

REETZ, Manfred Kaiser-Wilheim-Platz 1, D-45470 Mulheim/Ruhr 
ZONTA, Albin Kaiser-Wilheim-Platz 1, D-45470 Mulheim/Ruhr 

SCHIMOSSEK, Klaus Kaiser-Wilhelm-Platz 1, D-45470 Mulheim/Ruhr 
LIEBETON, Klaus, Kaiser-Wilehlm-Platz 1, D-45470 MulheimRuhr 



bevoilmSchttge(n) hiermit/do hereby authorise /auto rise (autorisons) par la pr6sente^ 

Otot Ctism. AIek von Kreister. Oiol.-iiWi. Giinii^sr CcitinQ. Dr. rer. njl. Hans-Karsten Wemef 
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Internationale Patentanmeldung PCT/EP98 /04 612 
"Verfahren zur Herstellung und Identif izierung von neuen 
Hydrolasen mit verbesserten Eigenschaf ten" 
Studiengesellschaf t Kohle mbH 

Auf den schrif tlichen Bescheid vom 05.07.1999. 

Anliegend wird in dreifacher Ausfuhrung eine geanderte Seite 58 
der Patentanspruche (umfassend Anspriiche 1-3) ubersandt, die 
dem weiteren Verfahren zugrunde gelegt werden solien. Weiterhin 
werden geanderte Seiten 4 und 4a der Beschreibung eingereicht, 
die die ursprlingiich eingereichte Seite 4 ersetzen solien. 
Seite 58 unterscheidet sich von der ursprunglich eingereichten 
Seite 58 allein dadurch, daB in Anspruch 1, Zeile 3 
"katalytische Aktivitat oder Stabilitat" gestrichen wurde. Ge- 
anderte Seiten 4 und 4a der Beschreibung gehen aus der ur- 
spriinglichen Seite 4 der Beschreibung hervor, in der in dem Ab- 
satz "Beschreibung der Erfindung" der Wortlaut der unabhangigen 
Anspriiche der Anmeldung, wie ursprunglich eingereicht, einge- 
fligt wurden. 

Die Anmelderin ist daher der Auffassung, daB die Anderung nicht 
iiber den Inhalt der ursprunglich eingereichten Fassung hinaus- 
gehen . 

Zu IV. und V. wird in dem obengenannten Bescheid ausgefuhrt, 
dai5 die Gruppe der Anspriiche, die in Erwiderung auf dem Be- 
scheid vom 01.06.99 von der Anmelderin gewahlt wurde, den An- 
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spruch 1, der sich auf die Herstellung von Hydrolasemutanten 
richtet, umfaJit. 

Diese Verallgemeinerung des von der Anmelderin ausgewahlten Ge- 
genstandes ist nicht korrekt. Tatsachlich wurde der im Interna- 
tionalen Recherchenbericht als Gruppe 1 bezeichnete Teil der 
Anmeldung ausgewahlt^ namlich ein Verfahren zur Herstellung und 
Identif izierung von Hydrolasemutanten mit verbesserter Stereo- 
und Regioselektivitat und deren DNA-Sequenzen . 

Die Priif ungsbehorde argumentiert dann, daft Anspruch 1 ein ein- 
faches Analogieverf ahren zur Mutation von beliebigen Genen, ge- 
folgt von der Selektion auf eine gewiinschte Eigenschaft des 
entsprechenden Expressionsprodukts , wie es in Dl oder D2 be- 
schrieben ist, darstelit, und dal5 die Auswahl des Ausgangspro- 
dukts und/oder des gewunschten Effekts (hier Stereoseiektivitat 
gegeniiber der allgemeinen Methode) , keine er f inderische Tatig- 
keit substantiieren konnen . Dieser Ausfiihrung kann ebenfalls 
nicht gefolgt werden. 

Dieastereomerenreine und insbesondere enantiomerenreine Verbin- 
dungen spielen in der phariuazeutischen Industrie eine zunehmen- 
de Rolle (Arzneimittelgesetz ) . Deshaib besteht ein Bedarf an 
neuen verbesserten Methoden zu deren Herstellung. Hierfiir wer- 
den z. B. Hydrolasen und insbesondere Lipasen eingesetzt. 

Viele in der Natur vorkommende Lipasen sind zwar enantioselek- 
tiv, aber nicht gegeniiber jedem beliebigen Substrat. Dieses be- 
deutet im UmkehrschluJi , daft naturliche Hydrolasen normalerweise 
die gewiinschte Enantioselektivitat fiir ein gegebenes Substrat 
nicht aufweisen. Aus diesem Grund gibt es zahlreiche Versuche 
zur Verbesserung der Enantioselektivitat einer gegebenen Reak- 
tion mit konventionellen Methoden, z. B, mit Losungsmi ttelva- 
riation (E. Santanieilo et al., Chem. Rev. 1992, 92, 1071) und 
Zusatz von Salzen (T. Okamoto et al . , Chem. Commun , 1999, 939) 
sowie Versuche mit ort sspezif ischer Mutagenese (M. Holmquist et 
al., J. Protein Chem. 1993, 12_, 749). Allerdings sind auch die- 
se Methoden nicht allgemein gliltig. 

Die Anmelderin mochte darauf hinweisen, daft die Eigenschaft 
"Di a stereoseiektivitat" und insbesondere "Enantioselektivitat" 
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besonders schwierig vorauszusagen und zu steuern ist. Es gab 
zum Prioritatszeitpunkt der vorliegenden Anmeldung keine Hin- 
weise, dai3 die Verfahren, wie sie in Dl und D2 beschrieben 
sind, d. h. Methoden der "gerichteten Evolution"^ fur Diaste- 
reo- bzw. Enantioselektivitat anwendbar sind. 

Es wurde gefunden, daB ein wichtiger Parameter des erfindungs- 
gemal^en Verfahrens eine niedrige Mutageneserate ist, die letzt- 
lich liber die Konzentration der Magnesiumionen einstellbar ist. 
Hierzu wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein optimaler 
Konzentrationsbereich ermittelt. 

Ais wesentlich fur die vorliegende Erfindung ist insbesondere 
die Kombination des Mutagenesever f ahrens mit einem High 
Throughput Screening System^, das auf Enantioselektivitat te- 
stet. Wichtig ist auch, dai5 bei optimierter Enantioselektivitat 
die Aktivitat erhalten bleibt. 

DaB das in der vorliegenden Anmeldung beanspruchte Verfahren 
hinsichtlich der Verbesserung der Enantioselektivitat keines- 
wegs naheliegend ist, wie der Priifer behauptet, belegt zum ei- 
nen, dal^ es von anderen wohi wegen geringer Er f olgswahrschein- 
lichkeit nicht versucht worden ist, zum anderen die Tatsache, 
daB die Verof f entlichungen und Vortrage zu dieser Erfindung 
groBte Auf merksamkeit fanden, wie dies der Hinweis in Chem. 
Eng. December 22, 1997, S. 37 auf einen Artikel der Anmelderin 
zeigt . 

Die Anmelderin ist daher der Auffassung, daJ^ das Verfahren ge- 
maI5 Anspruchen 1-22 auf einer erf inderischen Tatigkeit be- 
ruht . 

Die in dem schrif tlichen Bescheid hinsichtlich der Anspriiche 23 
- 26 geaulierten Vorbehalte werden in den regionalen/nationalen 
Phasen der vorliegenden Anmeldung behandelt werden. 



Der Patentanwalt 



Anlagen " 
Seiten 4, 4a und 58 (dreifach) 
Auszug von Chem. Enc . 1997, S 37 (einfach) 
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Ausbeute zu exprimieren. Dies ist jedoch fur ein leistungsfahiges 
Screeningsystem unverzichtbar, da zu geringe Enzym-Aktivitaten bei der 
Bestimmung der Enantioseiektivitat aufgrund der begrenzten Empfindlichkeit 
eines Testsystems nur schwer nachzuweisen sind. 

Geqenstand der Erfindung: 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein einfaches Verfahren zur 
Hersteilung von mutierten Hydrolasen, insbesondere Lipasen bzw. Esterasen, 
mit verbesserter Stereo-, bzw. Regioselektivitat, katalytischer Aktivitat und 
Stabilitat gegenuber gegebenen Substraten (z.B. Carbonsauren, Alkoholen, 
Aminen sowie deren Derivaten) zu entwickeln, das zudem eine schnelle 
Identifizierung positiver Mutanten aus umfangreichen Mutantenbibliotheken 
ermoglicht, sowie die Verwendung der so hergestellten Enzyme bei der 
Racematspaltung von chiralen Alkoholen, Sauren und Aminen sowie deren 
Derivaten. 

Beschreibung der Erfindung: 
Die vorliegende Erfindung betrifft 

(1) ein Verfahren zur Hersteilung und Identifizierung von Hydrolase-Mutanten mit 
verbesserten Eigenschaften hinsichtlich Stereo- oder Regioselektivitat, 
katalytischer Aktivitat oder Stabilitat, dadurch gekennzeichnet, da(S 

a) ein Ausgangs-Hydrolasegen mittels einer modifiziertenPolymerase- 
Kettenreaktion (PGR) mutagenisiert wird, wobei durch Einstellen der Mg2"*"-, 
Mn2+- und der Desoxynucleotid-Konzentrationen sowie der Einstellung der 
Zyklenanzahl die Mutationsfrequenz und Gesamtanzahl der Mutationen in der 
amplifizierten DNA eingestellt wird und/oder 

b) ein oder mehrere Ausgangs-Hydrolasegene, ein oder mehrere gemaR Schritt 
a) mutierte Hydrolasegene oder Gemische von einem oder mehreren Ausgangs- 
Hydrolasegenen und einem oder mehreren gemaS Schritt a) mutierten 
Hydrolasegenen durch enzymatische Fragmentierung dieser Gene und 
nachfolgender enzymatischer Reassemblierung der entstandenen Fragmente zu 
volistandig rekombinierten Hydrolasegenen mutagenisiert werden, 



c) die gema/1 Schritt a) Oder b) erhaltenen mutierten Hydrolasegene in einen 
Wirtsorganismus transformiert werden und 

d) Hydrolase-Mutanten mit verbesserten Eigenschaften, die von in Schritt c) 
erhaltenen Transformanten exprimiert werden, durch ein Testverfahren 
identifiziert werden; 

(2) eine Hydrolasemutante erhaltlich aus durch das unter (1) definierte 
Verfahren; 

(3) eine DNA-Sequenz, die fur die unter (2) definierte Hydrolasemutante kodiert; 

(4) ein Vektor, umfassend die unter (3) definierte DNA-Sequenz; 

(5) eine Transformante, umfassend eine DNA-Sequenz, wie unter (3) definiert 
und/oder einen Vektor, wie unter (4) definiert; 

(6) ein Verfahren zur Herstellung von Hydrolasemutanten mit verbesserten 
Eigenschaften, umfassend das Kultivieren einer Transformanten gemaG (5); und 

(7) ein Verfahren zum Test von Katalysatoren auf Stereo- oder Regioselektivitat, 
wobei ein Testsubstrat und die reinen Stereo- oder Regioisomeren des Test- 
substrates, die mit einer chromophoren Gruppe versehen sind, die nach der 
Abspaltung durch den Katalysator eine spektrometrisch bestimmbare Anderung 
der Absorption oder Emission hervorruft, in getrennten TestgefaSen mit gleichen 
Mengen des Katalysators versetzt werden und die Stereo- oder Regioselektivitat 
aus dem Verhaltnis der erhaltenen linearen Anfangsgeschwindigkeiten der 
Reaktionen bestimmt wird. 

Die Herstellung der neuen Biokataiysatoren beginnt in der Regel mit der 
Isolierung eines Lipase- bzw. Esterase-Gens aus dem Ursprungsorganismus. 
Hierfur kommen alle mikrobiellen, pflanzlichen und tierischen Organismen in 
Frage, die Trager eines Lipase- bzw. Esterase-Gens sind. Die Genisolierung 
kann nach den literaturbekannten Methoden vorgenommen werden (J. 
Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, New York). In der Regel wird dazu 
die genomische DNA mit Hilfe von Restriktionsendonucleasen fragmentiert und 
die erhaltenen Genfragmente in einem Wirtsorganismus (z.B. £ coli) kloniert. 
Unter Verwendung von Oiigonucieotiden, die sequenzhomolog zu einem 
Abschnitt des Lipase- bzw. Esterase-Gens sind, wird dann in 
Hybridisierungsexperimenten das Gen in der Genbank identifiziert und 
nachfolgend isoliert. 
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Patentanspruche; 

1. Verfahren zur Herstellung und Identifizierung von Hydrolase-Mutanten 
mit verbesserten Eigenschaften hinsichtlich Stereo- oder Regioselektivitat, 
dadurch gekennzeichnet. daS 

a) ein Ausgangs-Hydrolasegen mittels einer mod ifizierten Poly merase- 
Kettenreaktion (PGR) mutagenisiert wird, wobei durch Einstellen der 
Mg2+-, Mn^"*"- und der Desoxynucleotid-Konzentrationen sowie der Ein- 
stellung der Zyklenanzahl die Mutationsfrequenz und Gesamtanzahl der 
Mutationen in der amplifizierten DNA eingestellt wird^ und/oiter 

b) -ein-eder mehrere Ausgangs-Hydrolasegene, ein oder mehrere gemaB 
Schritt a) mutierte Hydrolasegene oder Gemische von einem oder mehre- 
ren Ausgangs-Hydrolasegenen und einem oder mehreren gemaS Schritt 
a) mutierten Hydrolasegenen durch enzymatische Fragmentierung dieser 
Gene und nachfolgender enzymatischer Reassemblierung der entstande- 
nen Fragmente zu vollstandig rekombinierten Hydrolasegenen mutageni- 
siert werden, 

c) die gemaB Schritt a) oder b) erhaltenen mutierten Hydrolasegene in 
einen Wirtsorganismus transformiert werden und 

d) Hydrolase-Mutanten mit verbesserten Eigenschaften, die von in Schritt 
c) erhaltenen Transformanten exprimiert werden, durch ein Testverfahren 
identifiziert werden. 

2. Verfahren gemali Anspruch 1, wobei in Schritt a) bei der PGR durch 
Einstellen der Mg2+-, Mn^**-- und der Desoxynucleotid-Konzentration eine 
durchschnittliche Mutationsfrequenz von 1-2 Basenaustauschen bezogen 
auf das zu mutagenisierende Hydrolasegen eingestellt wird. 

3. Verfahren gemaS Anspruch 1, wobei in Schritt a) als Ausgangs-Hydro- 
lasegen ein in einer zuvor gemaB Anspruch 1 durchgefuhrten PGR muta- 
genisiertes Hydrolasegen eingesetzt wird. 
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2. 0/s9er Seschefd enthaft Angab^n zu folgsnden Punklen: 
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der gawerbltchdn Anwendbarkeit; Untertagen und Erkl&rungen zur Stutzung dl6ser Foststellung 



3, Der Anmeldfir wird aiifgafordert. zu dteasm Be&chakI Stollung zu nehrmn 

Wann7 Siahe obon genarnto Frist Dor Anmefdar Kem vor Abtauf (fiaser Frist bef dar BohArdo alna 
Vartangarung baantrao^, siaha Ragal 66.2 d). 

WIe? Ourch Einraicfrung einar schrirarchan Stetfungnahma und gagabananfaite von Anderurtgan 

nach Ragal 66.3. Zu Form und Spraohe dar Andarungan, siehe Ragatn 6B.a und 66.9. 

Oazu: Hlnsichtlich ainar zus^tehen M6gllchKaH zur Elnraichung von Andarungan. siaha Ragal 66.4. 

HmstchUfGh dar Varpfirefttungdes PrOf»r», Andsrungan und^odor Qsgenvorsto/lungen zu bar(lcfc$)cbtigan, 
siehe Ragal 66.4 bis. 

HinsjchOlch ainar formlosen grdtarung mit dam PrUfar. siaha Ragal 66.6. 
WIrd feeln* Stallungnahme eingaralchi; so wtrd dar mtamationala vorKlufige Profungsbaricht auf dar Gmndtoga dieses Bascholdea arstallL 

4. Der Tag. an dam dar intemabonale voii&ifige PrQIUngsberlcht 
gam&O Ragal 69.2 spdtastana arstaUt satn mu0, lat dar: 2S/1 1/1999. 



N&ma und PoatanschrtfR dar mlt dar intamattonatan PrUfUng 
baauftragte Bahdida: 

EuropjUachas Patentamt 
0-6006 MQnchan 

Tel. (+49-69) 2399-0 Tit: S23656 apmu d 
Faxt (-hAg-eS) 2399-4465 



BavQtlm^tlgCar Bedton^tetar / Prtifar 

Grosskopf, R 



Formalsachbaarbaltar (ainachl. Fristvariagorung) 
Vutlo. C 

ToL (^9-69) 2399 6061 




FormWan PCT/IPEA/408 (Deckbtett) (Januar 1994) 
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SCHRIFTLICHER BESCHEID Intomationales Aktonzoichen PCT/EP98/04612 

I. Grundlaga des Beschelds 

1 . Qiesor Bescheid wurde erstelfl auf der Grundlage (ErsataWaffer, die dem Annwideamt auf 0in0 Aufforderung 
nac/i Artikei 14 hin vorgeiegt warden, gelt^n im Rahmen dieses Beschoids als 'ursprQnglich eingereicht^y, 

Beschmbuhg, Seitan: 

1-57 ursprOngtichs Fassung 

PalentamprUchQ, ^h'.: 

1-35 ursprunglichd Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1 .2 ursprOngltche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung. Seit«n: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungon. Blatt: 

3. Diesar Bescheid ist ohne BenQckslchtigung (von einigen) der Andorungan arstellt worden, da diese aus den 
angagabanon Grundan nach Auttassung der Bahdrda ubar dan Offenbarungsgehalt in dar ursprOngftch 
af'ngerafchtan fsssunq hinausgahen (Regal 70,2{c)>: 

4. Etwaige zusatztrcha Bamarkungan: 

IV. Mangafnde Einhefttichkalt dar Erfindung 

1 . Auf dia Aufforderung zur Einschrfinkung der Anspruche odor 2ur Zahtung 2usatzlk:her GebOhren {Fomnblatt 
PCT/IPEA/405) hat der Anmefdar 

□ die AnsprOche elngaschrankt. 

□ zusatzlicha Gebuhran entrichtat. 

□ zu$dtzliche GebOhren unter Widarspruch entrichtet. 

B weder die AnsprGcha etngeschrankt noch zusatzlicha G bOhran antnchtet. 



FormOlatt PCT/1PEA/40B (Fetclvr NVllI, Blatt 1) (Januar 1984) 
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ATENT VON KREISLER, KOELN 



NR. 8399 S. 4 



SCHRiFTLICHER BESCHEtD 



mtomationales Aktonzeichen PCT/EP98/0461 2 



2. □ Die B^hdrdd hat fostgestejit, daS das Erforddmrs der Einheittichkett der Erfindung aus folgenden Grundm 
nicht erfQttt ist. und hat gemaB Regdf 68.1 beschtossen. den Anmekier nicht zur Einschrankung ddr 
Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebutiren aufzufordem: 



3. Oahdr wurde zur Erstellung dieses Bdsciieids etne inf emationale vorfauf ige PrQtoig fur fofgende Teile der 
intematronalen Anmetdung durchgetQhrt: 

□ alle Tejfd. 

IS die Teite, die skrh auf die AnsprOche Nr. 1-3, 1 1-34 beziehen. 



V. BegrOndete Feetsteltung nach Regel 86.2(a){it) Mnslchtltch Neuheit, der ertlndarischen Titigkeit und 
d«r gmMrblichen Anwendbarkeft; Unrterlagan und Erklaningen zur Sttitzung dieaer Feststellung 

1. Feststellung 



Neuhelt (N) AnsprQch© 23-26 

Erfindensche Tatigkail (IS) Anspruche 1 -3, 11 *22 

Gewerttiche AnwefKlbarkeft (lA) AnsprOche 



Unteriagen und Erktarungen. 



eieheBeibtatt 



FofmWatlPCT/IPEA/40e (F«fdef f-Vlll. 0»a(t2J (Januar 1994) 



20. SEP. 1999 10:42 LATENT VON KRE1SLE8, KOELN NR. 8399 S. 5 



SCHRIFTLiCHER BESCHEID Internationales Aktenzeichen PCT/EP9a/0461 2 
BEIBLATT 



Zu Punkt IV und V: 

Die Gruppe der Anspruche, die in Erwiderung auf den 405 von der Anmelderin 
gewahit wurde, umfaSt den Anspruch 1 , der sich auf die Herstellung von 
Hydrolase-Mutanten richtet. 

Anspruch 1 selbst beinhaltet wiederum zwei Alternatlven \m ersten Schritt des 

Verfahrens, namlich Schritt (a) oder (b). , . _ . 

Die weiteren Anspruche 2 und 3 beinhalten Ausfuhrungsformen des Schrittes (a), 

die Anspruche 4 bis 10 Ausfuhrungsformen des Schrittes (b) und die AnsprOche 

13 bis 22 Ausfuhrungsformen des abschliefJenden Schrittes (d). 

Anspruche 23 bis 26 schlteBlich richten sich auf unbestimmte Mutanten und 

Anspruche 27 bis 34 auf spezifische Mutanten bzw. die dafur codierende DNA, 

Streng genommen geben also die beiden verschiedenen Ausfuhrungsformen des 
Anspruchs 1 AnIaB zu weiteren Beanstandungen mangeinder Einheitlichkeit. 
Da es sich bei dem Schritt (b) aber nur um eine fakultative Ausf uhrungsform 
handelt, die kelne einschrfinkende Auswirkung auf den Schutzumfang hat, wird 
diese Variants (und konsequenterweise auch die Anspruche 4 bis 10) in dieser 
Stellungnahme nicht berucksichtigt. 

Bezuglich der verbleibenden Anspruche gelten die folgenden Einwiknde. 

Anspruch 1 , Variante (a) stellt ein einfaches Analogverfahren zur Mutation von 
beliebigen Qenen gefolgt von der Salektion auf eine gewOnschte Eigenschaft des 
entsprechenden Expressionsproduktes dar, wie es z,B. allgemein in D1 (PGR 
Methods and Applications, Bd. 2 (1992). Seiten 28-33) Oder in D2 (Journal of 
Biochemistry, (1996), 120(5) 915-921) sogar fur Hydrolasen (Lipasen) 
beschrieben ist. 

Alietn die Auswahl des Ausgangsproduktes (Hydrolase) und/oder des 
gewunschten Effektes (Stereoselektivitat) konnen gegenuber der allgemeinen 
Methode keine ertinderische Tatigkeit substantiieren. 

Das gleiche gilt filr die in den AnsprOchen 13 bis 22 aufgefCihrten Schritte. die nur 
bekannte Testkriterien zur Selektion gewunschten Eigenschaft beschreiben und 
vom Fachmann in Abhangigkeit dieser gewunschten Eigenschaft in Anwendung 
gebracht wurden. 



Po7mt>is& PCT/3$t^(a;t^4C8 (BJsn 1) (EPA-Apm 1997} 



20. SEP. 1 999 1 0:43 




ATENT VON KREISLER, KOELN 



NR. 8399 S. 6 



SCHRIPTLICHER BESCHEIO 
BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/04612 



Die in den Anspruchen 23 bis 26 beschriebenen Hydrotase-Mutanten sind, in 
Abwesenheit des prazise definierten Ausgangsproduktes vdllig undefiniert und 
somit nicht unterscheidbar von jeder x-beliebigen Hydrolase (da sowohl die 
Begriffe Verbessert" als auch "mutieri" nur in Relation zu einem Ausgangsprodukt 
einen Sinn ergeben). 

Dagegen kann in Bezug auf die spezifischen Hydrolasen gemaB Anspruch 27 
und 28 auf Grund der verbesserten Eigenschaften (in Bezug auf das definlerte 
Ausgangsprodukt) eine erfinderiscfie Tatigkeit anerkannt werden. 
Die Einheitlichkeit scheint ebenfalls gegeben, da (mit Ausnahme der von der 
Transformanten P4BSF 03-G10 exprimierten Mutant©) alle Mutanten eine 
gemeinsam mulierte Position aufwelsen. 



Formbtan PCT/e«tblanr40B (Blan 2) (EPA-AprH 1997) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwaits 
981 391 WO AvK/JH/ml 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vortaufigen Priifungsbericht (Formblatt PCT/lPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/04612 


1 nternatjonales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
23/07/1 998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
25/07/1997 


Internationale Paten tklas si fication (IPK) oder r 
C12N15/55 


lationale Kl as sifikation und IPK 


Anmelder 

STUDIENGESELLSCHAFT KOHLE MBH et al. 





1 , Dieser international© vorlaufige Prufungsbericht wurde von der m'A der Internationale vorlaufigen Prufung beauflragte 
Behorde ersteilt und wird dem Anmefder gema3 Artike! 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesannt 5 Blatter einschlie3lich dieses Deckblatts. 

S Au6erdem liegen denn Bericht ANUVGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter nDit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mil vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaitungsrichtlinien zum PCT), 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

lit □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV S Mangelnde Einheitfichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinstchtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimnnte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimnnte Bennerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
22/01/1999 


Datum der Fertjgstellung dieses Berichts 

1 5. 99 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
^ D- 80298 Munchen 

C:^' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter y^^yits?;;;^^ 

Grosskopf, R (l ^ J 

Tel. Nr. +49 89 2399 8714 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/0461 2 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde ersteilt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaiten.): 

Beschretbung, Seiten: 

1-3,5-57 ursprungliche Fassung 

4,4a eingegangen am 09/10/1999 mit Schreiben vonn 07/10/1999 

Patentanspruche, Nr.: 

4-35 ursprungliche Fassung 

1 -3 eingegangen am 09/1 0/1 999 mit Schreiben vom 07/1 0/1 999 

Zeichnungen, Blatter: 

1,2 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne BerOcksichtigung (von einigen) der Anderungen ersteilt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regei 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzltche Bemerkungen: 

IV. Mangefnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder l-Vllt. Blatt 1} {Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/0461 2 



□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichlet. 

K weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, da6 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahiung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordem. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

K aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine intemationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
intemationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

□ alle Teile. 

^ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. 1-3, 1 1-34 beziehen. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiarungen zur Sttitzung dieser Feststellung 

1 . Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


1-3.11 




Nein: 


Anspruche 


23-26 


Ertinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


27-34 




Nein: 


Anspruche 


1-3,11 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-3,11 




Nein: 


Anspruche 





2. Unterlagen und Erkiarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder 1-Vlll, Blatt2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/04612 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt IV und V: 

Die Gruppe der Anspruche, die in Erwiderung auf den 405 von der Anmetderin 
gewahit wurde, umfaBt den Anspruch 1, der sich auf die Herstellung von 
Hydrolase-Mutanten richtet, die verbesserte Eigenschaften hinsichtlich Stereo- 
oder Regioselektlvitat zeigen. 

Anspruch 1 selbst beinhaltet wiederum zwei Alternativen im ersten Schritt des 
Verfahrens, namlich Schritt (a) Oder (b). 

Die weiteren Anspruche 2 und 3 beinhalten Ausfuhrungsformen des Schrittes (a), 
die Anspruche 4 bis 10 Ausfuhrungsformen des Schrittes (b) und die Anspruche 
13 bis 22 Ausfuhrungsformen des abschlie3enden Schrittes (d). 
Anspruche 23 bis 26 schlieBlich richten sich auf unbestimmte Mutanten und 
Anspruche 27 bis 34 auf spezifische Mutanten bzw. die dafur codierende DNA. 

Streng genommen geben also die beiden verschiedenen Ausfuhrungsformen des 
Anspruchs 1 AnIaB zu weiteren Beanstandungen mangelnder Einheitlichkeit. 
Da es sich bei dem Schritt (b) aber nur um eine fakultative Ausfuhrungsform 
handelt, die keine einschrankende Auswirkung auf den Schutzumfang hat, wird 
diese Variante (und konsequenterweise auch die Anspruche 4 bis 10) in dieser 
Steliungnahme nicht berucksichtigt. 

Bezuglich der verbleibenden Anspruche gelten die folgenden Einwande, 

Anspruch 1, Variante (a) steilt ein einfaches Anatogverfahren zur l\/lutation von 
beliebigen Genen gefolgt von der Selektion auf eine gewunschte Eigenschaft des 
entsprechenden Expressionsproduktes dar, wie es z.B. allgemein in D1 (PGR 
Methods and Applications, Bd. 2 (1992), Seiten 28-33) oder in D2 (Journal of 
Biochemistry, (1996), 120(5) 915-921) sogar fur Hydrolasen (Lipasen) 
beschrieben ist, 

Allein die Auswahl des- Ausgangsproduktes (Hydrolase) und/oder des 
gewunschten Effektes (Stereoselektivitat) konnen gegenuber der allgemeinen 
Methode keine erfinderische Tatigkeit substantiieren. 

Das gleiche gilt fur die in den Anspruchen 13 bis 22 aufgefuhrten Schritte, die nur 
bekannte Testkriterien zur Selektion gewunschten Eigenschaft beschreiben und 
vom Fachmann in Abhangigkeit dieser gewunschten Eigenschaft in Anwendung 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/04612 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



gebracht wurden. 

Sollte die Anmelderin der Ansicht sein, daB eine erfinderishce Tatigkeit in der 
Auswahl bestimmter Reaktionsbedingungen oder bestimmter Schritte im 
Selektionsverfahren liegt, so ist anzumerken, daB diese nicht unmittelbar denn 
Anspruchswortlaut und insbesondere nicht den unabhangigen Anspruchen zu 
entnehmen ist. 

Die in den Anspruchen 23 bis 26 beschriebenen Hydrolase-Mutanten sind, in 
Abwesenheit des prazise definierten Ausgangsproduktes vollig undefiniert und 
somit nicht unterscheidbar von jeder x-beliebigen Hydrolase (da sowohl die 
Begriffe "verbessert" als auch "mutiert" nur in Relation zu einem Ausgangsprodukt 
einen Sinn ergeben). 

Dagegen kann in Bezug auf die spezifischen Hydrolasen gemaB Anspruch 27 
und 28 auf Grund der verbesserten Eigenschaften (in Bezug auf das definierte 
Ausgangsprodukt) eine erfinderische Tatigkeit anerkannt werden. 
Die Einheitlichkeit scheint ebenfalls gegeben, da (mit Ausnahme der von der 
Transfornnanten P4BSF03-G10 exprimierten Mutante) alle Mutanten eine 
gemeinsam mutierte Position aufweisen. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA- April 1997) 



Dtr Antrag ist bei der zmtdndigen mit der iniemationalen vorldu/igert Prufimg beauftragten Behdrde oder. wenn nee/ oder mehr Behdrden zustdndig sind, bet der 
wm Anmehier gewahlten Behdrde einzureichen. DerAnmelder kam den Namen oder den Zweibuchstaben-Code der Behdrde awf der nachstehenden Zeile angeben. 

IPEA/ 



Kopi 



PCX 



KAPITEL II 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 3 1 des Vertrags iiber die intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
. Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), daB fiir die nachstehend bezeichnete intemationale Anmeldung 
die intemationale vorlaufige Priifting nach dem Vertrag iiber die intemationale Zusammenarbeit auf dem 
Gebiet des Patentwesens durchgefiihrt wird und benennt hieraiit als ausgewahlte Staaten 
alle auswalilbaren Staaten (soweit nichts anderes angegeben). 

— ——^Mi Von der mit der intemationalen vorl^ufigen Prttfung beaufiragten Behdrde auszufullen — _>_i»» 



Bezeichnung der IPEA 



EtngangsdatuiTi des ANTRAGS 



Feld Nr. 1 KENNZEICHNUNG DER INTERJVATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
981391WO AvK/JH/ml 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/04612 


Internationales Anmeldedatum (Tag Monat Jahr) 
23.07.98 


(Friihester) PrioritStstag (Tag/Monat/Jahr) 
25.07.97 



Bezeichnung der Erfindung 

Verfahren zur Herstellung und Identif izierung von neuen Hydrolasen 
mit verbesserten Eigenschaf ten 



Feld Nr. 11 ANMELDER 



Nanfie und Anschrift: (Familiennameyorname: beiJuristischenPersortenvollstdridigeamtliche 
Bezeichnung. BeiderAnschri/tsind die Postle itzahlundderNamedesStaats 
anzugeben.) 

Studiengesellschaf t Kohle mbH 
Kaiser-Wilhelm-Platz 1 
4547 0 Mulheim/Ruhr 
DE 



Telefonnr: 

0208-306-2003 



Telefaxnr.: 

0208-306-2988 



Ferns chreibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen vollstdndige amtiiche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitmhl und der Name des Stoats anzugeben.) 

REETZ, Manfred T. 
Kaiser-Wilhelm-Platz 1 
45470 Mulheim/Ruhr 
DE 



Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


DE 


DE 


Name und Anschrift: (Fmilienname, Vomme; bei juristischen Personen voflstdndige 


amtiiche Bezeichnung. Bei der Ansdtrift sind die PostieitzakI und der Name des Stoats anzugeben.) 


ZONTA, Albin 




Kaiser-Wilhelm-Platz 1 




45470 Mtilheim/Ruhr 




DE 





Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



X Weitere Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



FormblattPCT/IPEA/401 (Blatl I) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr .2 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/04612 



Fortsetzung von Feld Nr. 11 ANMELDER 



mrd keines der folgenden Felder benutzXj so soUte dieses Blatt demAntrag nicht beigefugt werden. 



Name und Anschrift: {Familmname, Yomame: bei jurisnschen Personen vollsmdige amtliche Bezeicknung. Bei der Anschrifisind die Poslleitzahlimd der Name desStaatsaniugeben.; 



SCHIMOSSEK, Klaus 
Kaiser-Wilhelm-Platz 1 
45470 Mulheim/Ruhr 
DE 



Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


DE 


DE 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorrmme: beijuristischen Personen voUstandige amtlicke Bezeichmng. Bei der Anschrift sind die Postkimhl und der Name des Siaais anzugeben.) 


LIEBETON, Klaus 




Kaiser-Wilhelin-Platz 1 




45470 Mulheim/Ruhr 




DE 





Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


DE 


DE 


Name und Anschrift: (Familienname, yomame; bei jurismcken Personen voihtdndige amtlicke Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Fostleitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 


JSGER, Karl-Erich 




Ruhr Universitat Bochum 




Fakultat f. Biologie 




Universitatsstr . 150 




447 90 Bochum 




DE 




Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 




DE 



Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; beijuristischen Personen vollstdndige amtlicke Bezeicknung. Bei der Anschrift sind die Postieitmhl und der Name des Stoats anzugeben.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


[ 1 Weitere Anmelder sind auf einem zusatziichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA/401 (FortseUungsblatt) (Juli 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



BlattNr. 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/04612 



Feld Nr. Ill ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person ist [x | Anwalt | | gemeinsamer Vertreter 

und ist vom (von den) Anmelder{n) bereits friiher bestellt worden und veriritt ihn (sie) auch fur die intemationale vorlaufige 

•-—-^ Priifung. 

[ I wird hiermii bestellt; eine etwaige friihere Bestellung eines Anwalts/gemeinsamen Vertreters wird hiermit widerrufen. 

□ wird hiermit zusatzlich zu dem bereits fruher bestelUen Anwalt/gemeinsamen Vertreter, nur fur das Verfahren vor der 
mil der Intemationalen vorlSufigen Priifung beauftragten Behdrde bestellt. 



Name und Anschrift: (Familiennameyorname: beijuristischenPersomnvollstandige^ 

Bezeichrmng, Beider Anschrifisinddie Postleitzahlundder NamedesStaats 

VON KREISLER, Alek 
Deichmannhaus am Hauptbahnhof 
Bahnho f s vorp 1 at z 
50667 Koln 
DE 



Telefonnr.: 

0221/916520 



Tclefaxnr.; 

0221/13 42 97 



Femschreibnr.: 



Zustellanschrift; pieses Kastchen ist jinzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt 



dessen im obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben wird. 



Feld Nr. IV GRUNDLAGE DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN PRUFUNG 



Erklarung betreffend Anderungen:* 

1 . Der Anmelder wiinscht, daC die intemationale vorlaufige Priifung auf der Grundlage 
[X I der intemationalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung 
der Beschreibung |X | in der ursprunglich eingereichten Fassung 

I I unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 

der Patentanspruche |x | in der ursprunglich eingereichten Fassung 

I I unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 1 9 
(ggf. zusammen mit Begieitschreiben) 

I I unter Berucksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 

der Zeichnungen 1^ | in der ursprunglich eingereichten Fassung 

[ I unter Berucksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 

aufgenommen wird. 

2. I I Der Anmelder wunscht, daC jcgliche nach Artikel 1 9 eingereichte Anderung der Anspriiche als iiberholt angesehen wird. 

3. I I Der Anmelder wiinscht, daB der Beginn der intemationalen vorlaufigen Priifung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab dem 

Priori tatsdatum aufgeschoben wird, sofem die mit der intemationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Behdrde nicht eine 
Kopie nach Artikel 19 vorgenommener Anderungen oder eine Erklarung des Anmelders erhalt, daB er keine solchen 
Anderungen vomehmen will (Regel 69. 1 d)). (Dieses Kastchen darf nur angekreuzt werden, wenn die Frist nach Artikel 19 
noch nicht abgelaufen ist.) 

* Wenn kein Kastchen angekreuzt wird, wird mit der intemationalen vorlaufigen Priifung auf der Grundlage der intemationalen 
Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der Andemngen der Anspriiche nach Artikel 19 
und/oder Anderungen der intemationalen Anmeldung nach Artikel 34 bei der mit der intemationalen vorlaufigen Priifung 
beauftragten Behorde eingeht, bevor diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des intemationalen vorlaufigen 
Priifungsberichts begonnen hat, wird jedoch die geanderte Fassung verwendet. 



Sprache fur die Zwecke der mternationaten vorlaufigen Prufung: 



I X| dies ist die Sprache, in der die intemationale Anmeldung eingereicht wurde. 

f I dies ist die Sprache der Ubersetzung, die fiir die Zwecke der intemationalen Recherche eingereicht-wurde. 

[ I dies ist die Sprache der Veroffentlichung der intemationalen Anmeldung, 

I I dies ist die Sprache der Ubersetzung, die fiir die Zwecke der intemationalen vorlaufigen Priifung eingereicht wurde/wird. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt hiermit als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten (das heifit, alle Staaten, die bestimmt wurden und 
dutch Kapitel II gebunden sind) 

mit Ausnahme der folgenden Staaten, die der Anmelder nicht benennen mochte: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 2) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Internationales Akienzeichen 
PCT/EP04612 



Feld Nr. VI KONTROLLISTE 



Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fur dieZwecke der iniemationalen vorlaufigen 
Prufung in der in Feid Nr. IV angegebenen Sprache bei: 



1. Obersetzung der intemationalen Anmeldung 

2. Anderungen nach Artikel 34 

3. Kopie (oder, falls erforderlich, Obersetzung) 
der Anderungen nach Artikel 19 

4. Kopie (oder, falls erforderlich, Obersetzung) 
einer Erklarung nach Artikel 19 

5. Begleitschreiben 

6. Sonstige (einzeln aujjuhren) 



Blaner 
Blatter 

Blatter 

Blaher 
Blatter 
Blatter 



Von der mil der iniemationalen vorlaufigen 
Priifung beauftragten Behorde auszuftillen 



erhalten 

□ 
□ 

□ 
□ 
□ 



nicht erhalten 

□ 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 



Dem Antrag liegen auBerdem die nachstchend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. [x] Blatt fur die Gebuhrenberechnung ^- CZl ^^g^"'*^"^ P^^^^" ^i^^i" ^f^^^rschrift 

2. rn unterzeichnete gesonderte Vollmacht 5. [ | Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz- 
— protokoll in computerlesbarer Form 

3. I I Kopie der ailgemeinen Vollmacht- > 
Aktenzeichen (fails vorhanden); JjhJij 



6. [ [ sonstige (einzeln auffuhren): 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht am 
dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichneL 



K^\oaA^^ (Dipl,-Ing, Giinther Selting) 
Koln, 20,bl,99 






1. 


Datum des tatsSchlichen Eingangs des ANTRAGS: 


2. 


Geandcrtes Eingangsdatum des Antrags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Kegel 60. 1. b): 


3, 


1 — 1 Eingangsdatum des Antrags NACH Abiauf von 19 Monaten ab | 1 Der Anmelder wurde 

1 — 1 Prioritatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5, unten, finden keine Anwendung. ' ' entsprechend unterrichtct 


4, 


-■ " ■ ■■ 

[ 1 Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum wegen Fristverlangerung nach Regel 80.5. 


5. 


1 1 Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Abiauf von 1 9 Montaien ab Priori laisdatum, der verspatete Eingang ist aber nach 
' — ' Regei 82 ENTSCHULDIGT. 



Vom Iniemationalen Buro auszufulten 



Antrag vom IPEA erhalten am: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Juii 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antrags f or mular 



PCX 



KAPITEL II 



BLATT FUR DIE GEBUHRENBERECHNUNG 



Anhang zum Antrag auf internationale vorlaufige Priifung 



Internationales 
Aktenzeichen 



PCT/EP98/04612 



Aktenzeichen des 981391wO AVK/JH/ml 

Anmciders oder Anwalts 



Von der mit der intemationalen vorlSufigen Priifung 
beauftragten Behorde auszuflillen 



Eingangsstempel der IPEA 



Anmeider Studiengesellschaf t Kohle mbH 
Kaiser-Wilhelm-Platz 1 
45470 Mxilheim/Ruhr - DE 



Berechnung der vorgeschriebenen Gebiibren 

1 . Gebuhr fur die vorlaufige Priifung 

2. Bearbeitungsgebuhr (Anmeldet aus einigen Staaten 
haben Anspruch auf eine Ermdfiigung der 
Bearbeitungsgebuhr urn 75%. Hat der Anmeider ( oder 
haben alie Anmeider) einen solchen Anspruch, so 
betragt der in Feld H einzutragende Betrag 25 Yo der 
Bearbeitungsgebuhr.) 

3. Gesamtbetrag der vorgeschriebenen Gebiihren 
Addieren Sie die Betrage in den Feldem 

P und H und tragen Sie die Summe in 

das nebenstehende Feld ein 



DM 3000,00 



I DM 285,00 



DM 3285,00 



INSGESAMT 



Zahlungsart 



X 



Abbuchungsauftrag fUr das 
laufende Konto bei der IPEA 
(siehe unten) 



I I Scheck 

[ I Postanweisung 

I I Bankwechsei 



[ I Barzahiung 

[ I Gebiihrenmarken 

[ I Kupons 

I I Sonstige (einzeln angeben): 



Abbuchungsauftrag (diese Zahlungsweise gibt es n icht bei alien Be harden) 
Die IPEA/ 



X 



□ 



wird beauftragt, den vorstehend angegebenen Gesamtbetrag der Gebiihren von meinem laufenden 
Konto abzubuchen. 

(dieses Kastchen darf nur angekreuzt werden, wenn die Vorschriften der IPEA uber laufende Konten 
dieses Verfahrenerlauben) wird beauftragt, FehlbetrageoderUberzahlungendes vorstehend angegebenen 
Gesamtbetrags der Gebiihren meinem laufenden Konto zu b^rl^ten ^zw. gutzuschretben. 



2800 0007 



20.01-99 




.~Ing. .G.Selting) 



Kontonummer 



Datum (T ag/Monat/Jahr) 



Unterschrift 



Formblatl PCT/IPE A/401 (Anhang) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zum Blatt fur die Gebiihrenberechnung 



JUN. 1999 14:38 



EP^ENCHEN 07 089/l*j99-4465 NR. 3713 S. 1/2 

.. EPfWENCHEN 07 

VERTRAG UBbK Uit INTlcHNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 



GEBIETDES PATCNTWESENS 



Absenden MiT DER INTERNATIONALEN VORLAufIGEN 
PRCFUNG BEAUf=TRAGTE BEhfiROE 



An: 



Von Kreisler, AIek 

VON KREISLER, SELTING & WERNER 
Bahnhoteverplatz 1 (DsichmannttiM 
D-50667 Koln 
ALLEMAGNE 



PCT 



Pw[jhI k 



f 



Mum 

^ 



AUFFORDERUNG 2UR EINSCHRANKUNQ 
DER ANSPROCHE ODER ZUR ZAHLUNG 
ZUSAT2LICHER GEBUHREN 

(Artikel 34 (3) a) und Regel 68.2 PCT) 



01 86. S9 



Aktarvzdidien dds Anmeklers oder Anwalts 
981391 wo AvK/JH/ml 



A^f^WORT FALUG mnerhaib von 1 Monat(&n) 
ab obigem Absendodatum 



(nternatlonaiefi Akienzeichen 
PCT/eP98/046l2 



Inlernationaies Anmeidedatum (T&g/Mormi/JBhr) 
23/07/1998 



Prioritatsdatum fTag/Monai/Jishr) 
25/07/1997 



intBrnationale PatentKiasslflludon (fPC) oder nationale Klassifikation und IPC 
C12N15/55 



Anm«<def 

STUOiENGESELLSCHAFT KOHLE MBH at al. 



1 . 0)0 mit der intemationalen vodaufigen Prufung boauftragto Behorde 

(j) jsl dor Aulta$$ung, dass die Internalionaie Anmeldung dem Erfordernis der Einheiltichkeit der 
Erfindung aus den im Anhang angegebenen Grunden nicht genugt (Regei 13.1, 13.2 und 13,3). 

(ii) 'st der Auffassung, dass mil der intemationalen Anmeldung 4 Erfmdungen beansprucht warden (siehe 
jAnhang). 

(iii) weist darauf hin, dass sich die Internationale vorlaufige Prufung nicht auf Anspruche erstrecken muss, 
die sich aut Erf indungen beziehen, fur die kein intemationaler Recherchenbericht erstelit worden ist 
(Regel 66.1 e)). 

2. Oer Anf nalder wird daher auf geforderl, die Anspuche innerhaib der oben genannlen Frist einzuschrank n, 
wis unter Punkt 3 unten vorgeschlagen, oder den nachstehend angegebenen Betrag zu bezahlen: 

^Q«buhr pro zusatztiche erfindung Zahl der zusatzlichen Srfindungen Gasamtbetrag der zus^tzlichen QobQhren 

Der Anmelder wird draufhingewiesen, dass gemass Regei 68.3 c) die Zahlung zUsatzltcher Gebuhren unter 
Widerspruch ertolgen kann; dem Widerspruch ist eine BegrQndung des Inhaits beizutCgen, dass die 
intemationale Anmeldung das Eriordemis der Einheitlichkeit der Eriindung erfuUa oder dass der Belrag der 
geforderten zusStziichen GebOhr ubertioht sei. 

3. Falls sich der Anmelder f ur eine Einschrankung der Anspruche entscheldet, schtagt die Behorde die im 
Anhang angegeben Einschrankungsmdglichkeiten vor, die nach ihrer Auffassung dem Eftordemis der 
Einheitiichkait der Erfindung genOgen. 

4. Geht keine Erwlderung des Anmelders ein, so erstelit die Behorde den intemationalen voriaufigen 
PrQfungsbericht uber die im /\nhang angegebenen Teile der intemationalen /\nmeldung, die sich nach ihrer 
Auffassung auf die Haupterfindung zu beziehen scheinen. 



Namo wnd Poslanschrift d«f mit der internationaien Priifung 
beaunragien eenonle 

:sr Europaisches Patentaml 

^1 D-ao29a MOnchen 

To». (+49-09) 2399-0 Tx: S23656 opmu d 

FaJi; (+48-89) 23SM46S 



Sevatlrnachtlgter aedl^nstatar 

Gfosskopf, R 
Tel. (+49-69) 2399- 



Pormblatt PCT/lpeA/40S (JuU 1992) 



1. JUN, 1999 14:38 EFAJ^NCHEN 07 089AA99-4465 

epaHnchen 07 



MR. 3713 S. 2/2 



AUFFORDERUNG ZUR EINSCHRANKUNG 
DER ANSPRUCHE ODER ZUR ZAHLUNG 

ZUSATZLICHER GEBUHREN Internationales Aktenaioichen PCT/EP98/0461 2 

Der beauftragte Prufer stimmt mit der Meinung des Hecherchenpriifers iiberein, 
daB der vorliegende Anspruchssatz (mindestens) vier Gruppen von AnsprOchen 
enthalt, die nicht durch ein gemeinsames erfinderisches Konzept miteinander 
verbunden sind. 

Da die Anmelderin die ©rforderlichen weiteren Recherchengebuhren bezahlt hat, 
ergeben sich fur die weitere Behandlung der Anmeldung die folgenden 
Moglichkeiten. 

Die Anmelderin zahlt auch eine oder mehrere zusatzliche Prufungsgebiihren unter 
Angabe der Gruppen fur die eine Prufung erwunscht wird. 
Die Anmelderin zainit keine weitere Prufungsgebuhr und gibt an welche Gruppe 
gepruft werden soli. 

Sollte keine Reaktion der Anmelderin erfolgen, so wird die Prufung der Gruppe 3, 
d.h. der Anspriiche M2, 21-26, 29 und 31 (jeweiis partiell) erfolgen, da 
insbesondere die Produktanspruche der Gruppe 1 Anla3 zu weiteren Einwanden 
mangelnder Einlieitlichkeit geben konnte. 



FoiTPb(a« pcTrtPeA/405 (Anhs^ng. Qlatt 1) (Julf 1992) 



2. JUN, 1999''13:55i8 



^MPATENT VON KREISLER, KOELN5 ^R. l^lj S. \/i 

VEFrraAGmK ZUSAMM»IARBBT AUF DEM 

GEBIETDESPATENTWESENS ^ 

PWQFUNG BEAUFTRAQT S BEHaROS ' 

PCT 



An: 



Ven Kr9(9l«r, Aiek 

VON KRElSLEa SELTING & WERNER 
Bahnholsveiplalz 1 (Daichmann towr . . 
0-60667 Kem |jl<{|$9)W 
AU-EMAQNE 



G1. mw^ 



AMgnj^diefl des AnmoMers odr Anwails 
981391WO AvttfJH/ml 



AUH=ORD6RUNG ZUR EINSCHRANKUNQ 
DER ANSPROCHEOOER ZUR ZAHLUNG 
ZUSAT2UCHER GEBOhREN 

(Artlkel 34 (3) a) wKl R*9«' PCT) 



Iwm 



01 (Kg 

AHTWORTFALIJG iw«rt»«>^ ^ Mona«(*n) 
ab ebi9«n ^endadrtim 



PCT/EP9a/04612 



InMnaiianaMs MMtmiiettiMn fr«5J«*»n«Wa''''^ 
23/07/1998 



Pnorttttsdaium {ngmnatfJanrf 
25«)7/1897 



'lnt«nriicmtoP«4enlMM>llil»«^ lIPC) odst nafiw-to KI«»lfcilioo uM IPC 
CiaN15«S 



STUDIENGSSELLSCHAFT KOHLE MBH at ai. 



1 . Dia mil dw intamatlonalen voriauligBn Prulung baautlragia BahoKla 



(B) 



(iii) 



'^il^ung aus den im Anhang ango^ebenan Grundon ntehl genfigt (Reflal 13.1 , 13.2 und 13-3)- 
1st der Airftassunfl. dass mit dT Wemationalen AnmoWung 4 Erfindu«g«n bearwpruchl wertan (sJaha 

wefet daravrt hin. dass sich dia WamaMonal. vorliufiga PrOfungnicht «ul ^^^^^^^^^J"^' 
Selldmrt enwungan beztehen. f Or dta kein inJamaHonalar Racherenanberteht arsiHt wonlan .st 

^Begaiea.l a)). 

Oar Aninaldar wW dahar auf gatordart, dia Anspuohe innartiaU, dar obar. ^^f^^^^^^*"^' 
wte unier P«nW 3 untan vorgaachlagon, odar dan nachstahand af»gagri.anen B-UBg zii b«*t«n. 



~ Mhr pro zMMli!^ SilmMns lahldar xuOWiehen Effindungai* 



Oar AntmiWar y»ird drauJhingawteMr,. dass gwnass Ragal 683 e) die Z*l«"g 
WM«^W!h artolflwi kann: d«n Wlde«pnich »t eina BagrOndung des Inhalts ^ajn^Jgan, daw dm 
WeSSJ SlmlKngS; Ertordamis L EinheillichkeH dar Ertmdur« artOlia odar dass dar Betrag dar 
gelofdeiten zusdlzlichan GabOhr ubaitifiht sei. 

3 Falla alch dar Anmridar f Of etna Einschrlnkung dar AnsprQcha enlaohakhrt. .fTf^^^' ^ ™ 
AnhLSTngT^en Einschrinkungamdglichkaitan vor. dia nach Ihrar Auttawung dam Erfortamls der 
einhei«ichlt»it dor Erfindung genOgan. 

4 aeht kein* Erwiderung das Anmaldars eia so ersIeIR dia Bohdrda dan '"^'^^•^ '!°'^^!^^ 
t^J^^S^i Z!2 «n Anhang angagebanan Telle dar lntarnational«, AnmoWung, die naeh tt,rer 
Auttassung aul dfo Hauptorlindung zu beziehen sdiginen. 



Nam« uwa PwUmschrWl tter mrt d»r »fiVwrwl«n^n Priihm^ 

Curo|>aiMh«9 Potenteml 
AHf D-aozsa MOnehoA 



T«l. (♦4ft-19) 23»-0 Tjc 623856 e^mu d 



Grosskopl. R 
To*. (+49-69) 2399- 




PoATiblaR (JuM 1892) 



2 JUN 1999' 13:55* ^MPATENT VON KREISLER. KOELN ^ JNR. 707 1 SS. 4T 



AUFFOROERUNGZUR BNSCHRANKUNG 
DER ANSPROCHE ODER ZUR ZAHLUNG 

ZUSATZLICHER GEBOHREN intomationatos Aktenzalchen PCT/EP9e/04612 



Der beaufrragte PrOfer stimmt mil der Meinung des flech^rchenprufers ubereln, 
daB der vorliegende Anspruchssatz (mindestens) vier Gruppen von AnsprQchen 
enihalt, die nicht durch ein gemeinsames erfinderisches Konzept miteinander 
verbunden sind. 

Da die Anmeldarin die erforderljchen welteren Recherchengebuhren bezahl! hat, 
ergeben sich fOr die weitere Behandlung der Anmeldung die folgenden 
MdgiichkeUen. 

Ole Anmdlderin zahit auch eine Oder mehrere zusdtziiche PrQfungsgebuhren unter 
Angabe der Gruppen fur die eine PrQtung erwunscht wird. 
Die /^melderin zah{t keine weitere PrQfungsgebuhr und gibt an welche Gruppe 
geproft werden soli. 

Sollte kcine Reakiion der Anmelderln erfolgen. so wird die Prufung dar Qruppe 3, 
d h. der Anspruche 1-12, 21-26, 29 und 31 QeweMs partieil) erfoigen^ da 
in^besondere die ProduktansprQche der Qruppe 1 AniaB zu welteren Elnwanden 
mangeinder Einheitlichkeit geben konnte. 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder An wafts 

981391WO 


WEITERES siehe Mitteilung Qber die Ut>enT)rttlung des intemationalen 

Recherchenberichts (Fomiblatt PCT/IS A/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/04612 


tntemationales Anmeldedatum 
(Tag/MonatAJahr) 

23/07/1998 


(FrQhestes) Priorftatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

25/07/1997 


Anmelder 

STUOIENGESELLSCHAFT KOHLE MBH et al. 



Dieser Internationale Recherchenberioht wurde von der Intemationalen Recherchenbehdrde erstetlt und wird dem Anmelder gemaB 
ArtiKel 1 8 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen BQro Qbermittett. 

Dieser intemattonate Recherchenberioht umfaBt insgesamt_Z Blatter. 

[7] Daruber hinaus liegt ihm jeweiis eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Gnindlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefOhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



2. 
3. 



Die intemationaie Recherche ist auf der Grundlage etner bei der Behdrde eingereichten Ubersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefOhrt worden. 

Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die intemationaie 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefOhrt worden, das 

I X ] in der intemationalen Anmeldung in Schrifltcher Form enthalten ist. 

pT) zusammen mit der intemationalen Anmeldung in computerlesbarer Fomn eingereicht worden ist. 

I I bei der Behdrde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

[~~\ bei der Behdrde nachtrUgfich in computer(esfc)arer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung, daS das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht Qber den Offenbarungsgehalt der 
intemationalen Anmeldung im Anmeldezertpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I I Die Erklarung, daS die in computerlesbarer Form erfaUten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

\X] Bestimmte Anspruche haben sich aJs nicht recherchlerbar erwiesen (siehe Fetd 1). 
pr| Mangelnde Elnlieitlichkeit der Erfindung (stehe Fold It). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

1^ wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 3a.2b) in der in Feld 111 angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

I I Anmelder kann der Behorde innerhaib eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses intemationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Al)bildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen; Abb. Nr. 



I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

I I well der Anmelder selbst keine Abtwldung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzerchen 

PCT/EP 98/04612 



Feld 1 Bern rkung n zu den Anspruch n, di sich als nicht recherchierbar rwi 8 n haben (Fortsetzung v n Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Arti'kel 1 7(2)a} wurde aus folgenden GrQnden fOr bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . I I Anspnijche Nr. 

well sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, n£Lmlich 



2. I I AnsprQche Nr. 

weil sie sich auf Teife der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anfbrderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namllch 



3. I I Anspruche Nr. 

wei) es sich dabei um eibhdngige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung {Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatl 1) 



Die intemationale Becherchenbehorde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthatt: 

siehe Zusatzblatt 

1 , I w I Da der Anmelder alle erforderlichen zusStzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprQche. 

2 I j Da fQr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' ' zusatzliche Recherchenget>Qhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

» ' intemationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, fQr die GebQhren errtrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruch© Nr. 



□ 



Der AnmeJder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtUch elnes Widerspruchs | j Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

I )( [ Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA^1 0 (Fortsetzung von Blatt 1 {1))(Juli 1998) 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 98/04612 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml ich: 

1. Anspruche: 13-20 27 28 30 32-34 volstandig 1-12 21- 
26 29 31 partiell 



Verfahren zur Hers tell ung und Identif izierung von 
Hydro! ase-Mutanten mit verbesserter Stereo- oder 
Regioselektivi tat und deren DNA-Sequenzen. 



2. Anspruche: 1-12 21-26 29 31 partiell 

Verfahren zur Herstellung und Identif izierung von 

Hydrol ase-Mutanten mit verbesserter katalytischer Aktivitat 

und deren DNA-Sequenzen. 



3. Anspruche: 1-12 21-26 29 31 partiell 

Verfahren zur Herstellung und Identif izierung von 
Hydrol ase-Mutanten mit verbesserter Stabilitat und deren 
DNA-Sequenzen. 



4- Anspruch : 35 

Verfahren zum Test von Katalysatoren 



INTERNATI0NAL©1ECHERCHENBERICHT n-r . . , 
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